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Povzetek 
Rakavo obolenje je poimenovanje za široko skupino različnih bolezenskih stanj, za katere je 
značilna nekontrolirana rast celic. Človeška DNA topoizomeraza IIα velja za uveljavljeno in 
validirano biološko tarčo pri zdravljenju rakavih obolenj, saj ima ključno vlogo za uspešen 
potek celične delitve. Njena naloga v celici je, da omogoča potek topoloških sprememb v 
molekuli DNA. Alfa izooblika encima je močneje izražena v hitro delečih se celicah, zato lahko 
s specifičnim zaviranjem aktivnosti tega encima zaustavimo celično delitev rakavih celic in 
posledično povzročimo njihovo apoptozo. Slaba lastnost zaviralcev topoizomeraze II, ki se 
trenutno uporabljajo v terapiji rakavih obolenj, je velika pojavnost neželenih učinkov, 
izpostaviti velja predvsem kardiotoksičnost in indukcijo sekundarnih tumorjev, zato vseskozi 
potekajo nove raziskave z namenom razvoja novih skupin t. i. katalitičnih zaviralcev, ki encim 
zavirajo preko drugih alternativnih mehanizmov. Trenutno je eden najpogosteje preučevanih 
mehanizmov katalitičnega zaviranja topoizomeraze IIα zasedanje vezavnega mesta za 
molekulo ATP na N-terminalni domeni, kar je bil predmet raziskovanja tudi v naši nalogi.  
V sklopu magistrske naloge smo na podlagi predhodnega strukturno podprtega načrtovanja 
izvedli sintezo optimiziranih derivatov 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov, za katere smo 
predvidevali, da lahko zavirajo encim preko vezave v vezavno mesto za ATP. Izbrana izhodna 
spojina je bila 3-aminobenzonitril, iz katere smo sintetizirali 10 končnih spojin, ki smo jih 
ustrezno eksperimentalno ovrednotili s pomočjo spektroskopskih metod ter jim določili 
fizikalno-kemijske lastnosti. Pridobili smo tudi 8 komercialno dostopnih spojin – substituiranih 
regioizomerov 1,2,4-oksadiazola, ki so strukturno podobni sintetiziranim spojinam. Tako 
sintetizirane kot komercialno pridobljene derivate smo ovrednotili z uporabo in vitro topo IIα 
relaksacijskega encimskega testa, s pomočjo katerega smo preverili, ali spojine izkazujejo 
zaviralno delovanje. Izmed vseh testiranih spojin je 7 derivatov 1,2,4-oksadiazola izkazovalo 
zaviralno aktivnost na encimu topoizomeraza IIα. Pri treh aktivnih novo sintetiziranih spojinah 
4, 7 in 13 smo ugotovili, da uvedba fluorovih substituentov vodi k zaviralnemu delovanju 
spojin, pri čemer velja omeniti, da je aktivnost boljša v primeru vezave na para obročno mesto. 
Žal pa s sintetiziranimi spojinami nismo izboljšali zaviralne aktivnosti glede na znani 
oksadiazolni zaviralec 10. Pri kupljenih regioizomerih sta najboljše rezultate izkazali spojini 19 
in 20 z zaviralnima vrednostma IC50 165,9 μM in 162,7 μM, ki sta popolnoma primerljivi z 
najaktivnejšo spojino 10. To kaže, da tudi uvedeni amidni ali sulfonamidni substituenti 
omogočajo zaviralni učinek. Kot ugodnejša se je tu izkazala meta substitucija.  
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Znano aktivno spojino 10, ki smo jo za potrebe te naloge resintetizirali, smo ovrednotili tudi s 
testom cepitve DNA in prvič eksperimentalno pokazali, da glede na mehanizem delovanja 3,5-
disubstituirani 1,2,4-oksadiazoli spadajo v skupino katalitičnih zaviralcev. V sklopu naloge smo 
tako pridobili veliko novih informacij o odnosu med strukturo in delovanjem, ki bodo olajšali 
nadaljnji razvoj in optimizacijo katalitičnih zaviralcev iz razreda substituiranih 1,2,4-
oksadiazolov.   
Ključne besede: topoizomeraza IIα, protirakave učinkovine, katalitični zaviralci, 3,5-
disubstituirani 1,2,4-oksadiazoli  
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Abstract 
Cancer is a term describing a broad group of different diseases having the capability of 
indefinite potential for cell proliferation.  Human DNA topoisomerase IIα already represents an 
established and validated drug target for cancer chemotherapy as it plays a vital role in the 
process of cell division. DNA topoiosmerases catalyse the induction of topological changes in 
the double-stranded DNA molecule. With specific inhibition of alpha isoform, we can stop the 
cell proliferation of cancer cells and consequently induce their apoptosis since alpha isoform is 
preferentially expressed in rapidly proliferating cells. Although there is already a variety of 
established topo IIα anticancer drugs in clinical use, unfortunately they are associated with 
some severe adverse effects, especially cardiotoxicity and induction of secondary malignancies 
that occur during therapy. Thus, further research activities are focussed on the development of 
novel groups of catalytic inhibitors of DNA topoisomerase IIα, which will tackle the enzyme 
via various alternative inhibition mechanisms. Currently, one of the more investigated 
approaches is a competitive inhibition of the ATP binding with its binding site located at its N-
terminal domain. This approach is also studied in this work. 
Here, based on the previously performed structure-based design we synthesized optimized 
derivatives of the 3,5-disubstituted 1,2,4-oxadiazoles for which we hypothesized that they can 
target the ATP binding site on the human topoisomerase IIα. We prepared 10 final optimized 
compounds starting from the 3-aminobenzonitrile. Compounds were experimentally evaluated 
using spectroscopic methods and then also their physical and chemical properties were 
determined. Additionally, we acquired 8 commercially available substituted regioisomers of 
3,5-disubstituted 1,2,4-oxadiazoles which are structurally similar to the synthesized 
compounds. We evaluated all synthesized and commercially available compounds using the in 
vitro topo IIα DNA relaxation assay to determine whether compounds possess inhibitory 
activity. Seven derivatives out of all the tested compounds showed inhibitory activity. For the 
three newly synthesized derivatives 4, 7 and 13 we observed that the introduction of fluoro-
containing substituents led to the inhibitory activity, with the most favourable position being 
the para substitution. However, none of the new compounds showed improved inhibition 
activity over the known active 1,2,4-oxadiazole 10. On the other hand, among the assayed 
commercially available regio-analogues compounds 19 and 20, displayed inhibition with the 
IC50 values of 165,9 μM and 162,7 μM which were fully comparable with the activity of the 
most active compound 10. This suggested that introduction of the amide and sulfonamide 
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
XIII 
 
functional groups can also enable topo IIα inhibitory activity. In these cases, meta substitution 
was established as preferable.  
Previously known compound 10 that was resynthesized in this work was further analysed using 
the DNA cleavage assay which showed for the first time that 3,5-disubstituted 1,2,4-
oxadiazoles act as catalytic inhibitors. The results of our work provided a lot of new and relevant 
information regarding structure-activity relationship, which will enable further development 
and optimization of the 1,2,4-oxadiazoles chemical class of catalytic topo IIα inhibitors as 
potential anticancer agents. 
Key words: topoisomerase IIα, anticancer drugs, catalytic inhibitors, 3,5-disubstituted 1,2,4-
oxadiazoles 
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Seznam uporabljenih okrajšav  
AMP-PNP  adenozin 5'-(β,γ-imido)trifosfat 
ATP  adenozin trifosfat 
CDCl3  devteriran kloroform 
DMSO-d6  devteriran dimetilsulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high 
performance liquid chromatography)  
HRMS  masna spektroskopija visoke ločljivosti 
IC50  koncentracija zaviralca, ki zmanjša odziv na 50 % (ang. 
half-maximal inhibitory concentration) 
J  sklopitvena konstanta 
IR  infrardeča spektroskopija 
NMR  jedrska magnetna resonanca  
PDB  baza proteinskih struktur (ang. Protein Data Base) 
Rf  retencijski faktor 
RMSD  standardna deviacija izbranih razdalj med različnimi pari 
ekvivalentnih atomov (ang. Root-mean-square deviation) 
SAR  informacije o odnosu med strukturo in delovanjem 
T  temperatura 
TEA  trietilamin 
THF  tetrahidrofuran 
TLC   tankoplastna kromatografija 
TMS  tetrametilsilan  
tPSA  topološka polarna površina  
topo I  topoizomeraza I 
topo IIα  topoizomeraza IIα 
TOPRIM  topoizomeraza/primaza (ang. topoisomerase/primase) 
δ  kemijski premik 
UV  ultravijolično 
WHD  krilato zvita domena (ang. winged helix domain) 
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1 UVOD 
1.1 Rakava obolenja 
Rak je bolezen oziroma oznaka za skupino bolezni, za katere je značilna nekontrolirana rast 
celic v različnih organih in sposobnost širjenja zasevkov v druge dele telesa. Vzrok za nastanek 
bolezni je ireverzibilna sprememba v celičnem jedru, kjer pride do genske mutacije v somatskih 
celicah. Mutacija lahko pri posamezniku nastane tekom življenja, lahko pa jo tudi podedujemo 
(1). Proces nastajanja rakavih celic iz normalnih imenujemo karcinogeneza ali onkogeneza. Gre 
za večstopenjski in dolgotrajen kompleksen proces. Maligno transformirane celice nastajajo 
pod vplivom karcinogenih dejavnikov, ki povzročajo genske mutacije in jih zato imenujemo 
iniciatorji karcinogeneze. Vzroki za maligno transformacijo celice so lahko notranji ali zunanji 
(2, 3).  
Med notranje dejavnike uvrščamo spol, starost in dedne dejavnike. Zunanje karcinogene 
dejavnike pa v grobem delimo na fizikalne, kemične in biološke. Primeri karcinogenih 
dejavnikov so navedeni v preglednici I. Njihova skupna lastnost je, da ne glede na svoj izvor 
povzročijo celično spremembo DNA. Karcinogeni dejavniki lahko delujejo tako, da izzovejo 
mutacijo (mutageni dejavniki) ali pa vplivajo na izražanje določenih genov brez neposrednega 
vpliva na spremembo nukleotidnega zaporedja v molekuli DNA (epigenetski dejavniki). Vsi ti 
dejavniki vplivajo na razvoj bolezni tako, da je za transformacijo iz normalne v maligno celico 
potrebnih več zaporednih, ločenih mutacij (iniciacij) in promocij, da celica nakopiči zadostno 
število sprememb. S tem si celica pridobi lastnosti, ki jo naredijo neodvisno od ustaljenih 
mehanizmov prisotnih v zdravih celicah (Slika 1) (2). 
Preglednica I: Razdelitev karcinogenih dejavnikov (2). 
KARCINOGENI DEJAVNIKI 
NOTRANJI spol, starost, dedni dejavniki 
ZUNANJI 
fizikalni: UV-sevanje, X žarki 
kemični: aflatoksini, heterociklični aromatski amini, akrilamid, benzopireni, N-nitrozo 
spojine, arzen 
biološki: virusi z DNA (papilomavirus, virus hepatitisa B, Epstein-Barrov virus) in 
virusi z RNA (retrovirusa za levkemijo tipa 1 in 2) 
Genetske spremembe somatskih celic lahko prizadenejo več skupin genov, ki so na različne 
načine vpleteni v znotrajcelične procese in uravnavajo procese celičnega podvojevanja, 
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medceličnega sporočanja, vplivajo na popravljalne mehanizme in na stabilnost celičnega 
genoma. Poznamo dve večji skupini genov (Preglednica II), ki sta pomembni za maligno 
transformacijo celic. V prvo skupino uvrščamo protoonkogene, ki so odgovorni za celično 
delitev in podvojevanje DNA, v drugo pa tumor supresorske gene, ki so odgovorni za pravilno 
delovanje celičnega cikla in za popravljanje napak v podvojeni DNA. Protoonkogeni nosijo 
zapise za beljakovine, ki sodelujejo pri celičnem razmnoževanju. V malignih celicah so 
protoonkogeni spremenjeni v onkogene. Že mutacija enega samega alela protoonkogena je 
dovolj, da se protoonkogeni spremenijo v onkogene, ki nosijo zapis za onkoproteine. Celica 
zato postane neodzivna na zaviralne regulatorne signale in se začne nekontrolirano celično 
deliti. Eden izmed predstavnikov skupine onkogenov je onkogen sis, ki nadzoruje sintezo 
onkoproteina Sis. Uvrščamo ga med rastne dejavnike, saj po svoji zgradbi in delovanju 
spominja na rastni dejavnik iz trombocitov (PDGF-platelet-derived growth factor) in spodbuja 
delitev vezivnih celic (3).  
Preglednica II: Predstavniki nekaterih vrst onkogenov in antionkogenov ter njihovih 
produktov, ki so vpleteni v razvoj karcinogeneze (povzeto po (3)). 
Tumor supresorski geni ali antionkogeni nosijo zapise za beljakovine, ki so sposobne ustaviti 
celico v celični delitvi. Antionkogeni posredno ali neposredno nadzirajo delovanje 
protoonkogenov in ščitijo organizem pred nekontroliranim razmnoževanjem. V skupino 
antionkogenov na primer uvrščamo gena p53 in Rb. Proteini, ki nastanejo kot njuni produkti, 
sodelujejo pri uravnavanju transkripcije molekule DNA v jedru ter celičnega cikla. V nasprotju 
s protoonkogeni, ki so v rakavih celicah prekomerno izraženi, so tumor supresorski geni v njih 
neaktivni, s tem pa celica izgubi sposobnost ustavljanja celične delitve. Za izgubo aktivnosti je 
potrebna mutacija na obeh alelih tumor supresorskih genov, saj en normalni alel antionkogena 
še vedno preprečuje razvoj procesa neoplazije. Razvoj rakavega obolenja pa ni odvisen samo 
od aktivacije protoonkogenov in inaktivacije tumor supresorskih genov, ampak je povezan tudi 
ONKOGEN ONKOPROTEIN in 
FUNKCIJA 
ANTIONKOGEN PRODUKT ANTIONKOGENA 
in FUNKCIJA 
sis 
Sis - rastni dejavnik 
trombocitov (PDGF) 
gen za kadherin E 
glikoprotein kadherin E - nadzorovanje 
celične adhezije 
ras Ras - monomerna GTP-aza gen p53 
protein p53 - uravnavanje celičnega 
ciklusa in apoptoze ob poškodbi DNA 
abl 
Abl - nereceptorska tirozin 
kinaza v citoplazmi 
gen Rb 
fosfoprotein pRb - nadzor celičnega 
ciklusa 
cdk 
CDK - od ciklinov odvisne 
kinaze 
gen za receptor za 
TGF-β 
receptor za zaviralni rastni dejavnik 
(TGF-β) - zaviranje celičnega 
razmnoževanja 
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z mutacijami genov, ki sodelujejo pri popravljanju napak v DNA, genov, ki so odgovorni za 
apopotozo in s ponovno aktivacijo encima telomeraze (3). 
Med maligno transformacijo se v celici kopičijo mutacije v genih, ki regulirajo rast, smrt in 
diferenciacijo celic. Rakava celica se posledično v svojih bioloških lastnostih razlikuje od 
normalne celice, kar je prikazano na sliki 1. Je manj diferencirana kot navadna celica, sposobna 
je neskončne celične delitve, je bolj mobilna in invazivna, kar pomeni, da je sposobna vdirati v 
okoliško, zdravo tkivo ali žilje in tako tvoriti oddaljene zasevke ali metastaze. Poleg teh so za 
rakavo celico značilne še mnoge druge lastnosti, kot je sposobnost angiogeneze in s tem 
spodbujanje rasti žilja tumorjev ter upiranje zaviralnim signalom (2, 4). 
 
Slika 1: Prikaz glavnih lastnosti rakavih celic (prirejeno po (4)). 
Rakavo obolenje lahko zdravimo na več načinov. Tip zdravljenja je odvisen od vrste raka, 
njegove razširjenosti oziroma stadija, do katerega je bolezen že napredovala, ter splošnega 
stanja bolnika. Poznamo kirurško zdravljenje, radioterapijo, kemoterapijo, hormonsko terapijo, 
biološko terapijo, gensko zdravljenje in zdravljenje s tarčnimi zdravili (5). Ena izmed trenutno 
najbolj preučevanih tarč je človeška DNA topoizomeraza IIα iz široke družine encimov 
topoizomeraz. Na trgu imamo tako že kar nekaj zdravil iz te skupine, ki se redno uporabljajo v 
terapiji rakavih obolenj. 
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1.2 Družina encimov DNA topoizomeraze 
DNA topoizomeraze uvrščamo v veliko skupino encimov, ki omogočajo topološke spremembe 
v molekuli DNA. Njihova glavna naloga je sproščanje dodatnih zavojev v molekuli DNA, poleg 
tega pa so sposobni še vozlanja/razvozlanja in prepletanja/razpletanja, v nekaterih primerih pa 
tudi uvedbe dodatnih zavojev (npr. bakterijska DNA giraza), kar je ključnega pomena za 
uspešno podvojevanje, prepisovanje in rekombinacijo molekule DNA (6).  
Da ti procesi lahko normalno potekajo, se mora dvojna vijačnica DNA na tem mestu razviti in 
odpreti. Medtem ko se dvojna vijačnica na enem mestu odvija, pa pred replikacijskimi vilicami 
prihaja do dodatnega zvijanja molekule DNA. Naloga DNA topoizomeraz je, da inducirajo 
spremembo topologije DNA. Encimi topoizomeraze s sproščanjem dodatnih zavojev v 
molekuli DNA zmanjšajo mehanski pritisk in omogočijo odprtje dvoverižne molekule DNA in 
njeno nemoteno podvojevanje. Brez delovanja teh encimov bi se v molekuli DNA med procesi 
podvajanja nabrala prevelika napetost in bi se ta proces zaustavil. Encimi DNA topoizomeraze 
imajo tako eno ključnih vlog pri celični delitvi, zato predstavljajo pomembno in validirano 
makromolekularno tarčo protirakavih zdravil, ki se rutinsko uporabljajo v terapiji zdravljenja 
raka, kot tudi tistim, ki so še v fazi razvoja (7).  
Topoizomeraze lahko prehod med topološkimi stanji sprožijo/povzročijo z začasno cepitvijo le 
ene verige dvoverižne molekule DNA ali pa obeh verig. Glede na osnovni mehanizem cepitve 
jih razdelimo v dva razreda: topoizomeraze tipa I (topo I) in topoizomeraze tipa II (topo II). 
Prve cepijo le eno verigo dvoverižne molekule DNA, medtem ko druge hkrati cepijo obe verigi 
in omogočijo prehod druge dvojnovijačne verige skozi nastalo odprtino v prvi DNA. Encime 
lahko nadalje še natančneje razdelimo na posamezne družine glede na organizem, iz katerega 
so encimi izolirani, aminokislinsko zaporedje ter glede na podrobnejši mehanizem cepitve.       
Topo I razdelimo na tipe IA, IB in IC, ki se med seboj razlikujejo v načinu vezave encima med 
katalizo in v manjših strukturnih spremembah, topo II pa razdelimo na tipa IIA in IIB (8). 
1.2.1 Primerjava družin topo I in topo II 
Unikatna lastnost topo I je, da dvojno vijačnico DNA sproščajo s tako imenovano kontrolirano 
rotacijo (ang. controlled rotation), medtem ko topo II to počnejo po mehanizmu prehoda verige 
skozi ustvarjeno odprtino (ang. strand passage), pri čemer pride do cepitve obeh verig molekule 
DNA. Kot že omenjeno, topo I začasno cepijo in relaksirajo le eno verigo dvojnovijačne 
molekule DNA. Tvorijo kovalentno 5'-fosfotirozinsko vez med encimom in DNA, če encim 
pripada poddružini IA, oziroma 3'-fosfotirozinsko vez, če encim pripada poddružini IB in se 
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veže na 5'-fosfatno skupino molekule (9). Topo I se tako veže na bodisi 3'- ali 5'- koncu DNA, 
pri čemer ustvari prost 5' ali 3' konec, ki se počasi in kontrolirano vrti okoli nedotaknjene verige, 
posledica je eno superzvitje molekule DNA manj (8, 9). Tip IA za svoje delovanje potrebuje 
prisotnost magnezijevih (Mg2+) ali drugih dvovalentnih kationov in lahko relaksira le negativne 
dodatne zavoje DNA, medtem ko encimi tipa IB ne potrebujejo magnezija, relaksirajo pa lahko 
enako uspešno tako pozitivne kot negativno dodatno zvite molekule DNA (9, 10). Tip IC je 
funkcijsko podoben tipu IB, a ga sestavlja le topoizomeraza V, ki je sposobna tvorbe le 3'-
fosfotirozinske vezi med encimom in DNA, sprošča pa lahko obe dodatno zviti verigi DNA 
(10).  
 
Slika 2: Primerjava mehanizma delovanja med topoizomerazami tipa I in tipa II (prirejeno po 
(11)). 
Kot je razvidno iz preglednice III se tipa topo I in II med seboj razlikujeta v določenih lastnostih. 
V nasprotju s tipom I, topo II cepijo obe verigi molekule DNA in se nanjo kovalentno vežejo 
preko dveh 5'-fosfotirozinskih vezi (Slika 2). Za proces spreminjanja topološke oblike DNA 
potrebujejo prisotnost Mg2+ ionov, prav tako pa v nasprotju s topo I za svojo aktivnost 
potrebujejo tudi energijo molekule ATP. Vsi tipi topo II uporabljajo t. i. z ATP sklopljeno 
transportno reakcijo molekule DNA. Encim cepi dve verigi molekule DNA, transportira drugo 
molekulo DNA skozi ustvarjeno odprtino in nato nazaj poveže cepljeni verigi molekule DNA. 
Encim topoizomeraza se kovalentno poveže na molekulo DNA preko dveh 5'-fosfotirozinskih 
vezi, vsaka je tvorjena na svoji strani dvojne vijačnice v medsebojni razdalji 4 baznih parov 
(12). Topo II so bolj uspešne pri razvijanju pozitivno navite molekule DNA (13). Encime topo 
II glede na aminokislinsko zaporedje in strukturo razdelimo v dve skupini: IIA in IIB (14).  
Rezultati študij so pokazali, da se encima topo I in topo II med seboj razlikujeta tudi v stopnji 
izraženosti med različnimi tipi rakavih obolenj. Topo I je tako večinsko izražena pri 
kolorektalnem raku, medtem ko izraženost topo II prevladuje pri raku jajčnikov in raku na prsih 
(16). 
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Preglednica III: Povzetek razlik med topoizomerazo tipa I in topoizomerazo tipa II (povzeto 
po (15)). 
Primerjava topo I in topo II 
Topo I povzroči cepitev le ene verige molekule DNA. Topo II povzroči cepitev obeh verig molekule DNA. 
ATP hidroliza 
Topo I za svoje delovanje ne potrebuje hidrolize 
molekule ATP. 
Topo II za svoje delovanje potrebuje hidrolizo molekule 
ATP. 
Kofaktor 
Topo IA za delovanje potrebuje Mg2+ ali druge 
dvovalentne katione. 
Topo IB za delovanje ne potrebuje dvovalentnih 
kationov. 
Topo II za svoje delovanje potrebuje prisotnost Mg2+. 
Struktura 
Topo I je monomer. Topo II je heterodimer. 
Tvorba vezi 
Topo IA tvori 5'-fosfotirozinsko vez. 
Topo IB tvori 3'-fosfotirozinsko vez. 
Topo II tvori dve 5'-fosfotirozinski vezi. 
Stopnja izraženosti 
Topo I je v večji meri izražena pri kolorektalnem raku. Topo II prevladuje pri raku jajčnikov in raku na prsih.  
 
Topo II evkariontskega tipa se pri sesalcih pojavljajo v dveh izoformnih oblikah, in sicer 
poznamo topo IIα in IIβ. Obe obliki izoencima imata visoko stopnjo homologije (70 % 
prekrivanje aminokislinskega zaporedja), razlikujeta se v masi protomera (170 kDa pri topo IIα 
in 180 kDa pri topo IIβ) in sta zapisani z dvema različnima genoma. Bistvena razlika med 
oblikama je v stopnji izražanja v celicah, imata pa tudi različno celično vlogo. Alfa oblika je 
močneje izražena v hitro delečih se celicah in ima večjo vlogo pri podvojevanju DNA, beta 
oblika pa je izražena bolj sistemsko, saj se v enaki meri pojavlja tako v mirujočih, kot tudi v 
delečih se celicah in ima zato večjo vlogo pri prepisovanju molekule DNA, razvoju in 
diferenciaciji celice (8, 17, 18). 
Količina β izooblike se tekom celičnega cikla praktično ne spreminja, nasprotno pa je količina 
α izooblike odvisna od stopnje celičnega cikla in stopnje celične proliferacije. Topo IIα ima 
najnižjo stopnjo ekspresije med G0/G1 fazo, v fazi S počasi narašča in doseže vrh v G2/M fazi, 
ob koncu mitoze pa strmo pade. Topo IIα je torej kot specifičen in občutljiv biomarker za 
celično proliferacijo obvezno prisotna v hitro delečih se rakavih celicah (17). Ta lastnost nam 
omogoča, da pri načrtovanju novih protirakavih učinkovin upravičeno vse pogosteje kot 
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biološko tarčo uporabljamo ravno človeško DNA topo IIα. Učinkovine, katerih tarčno mesto 
delovanja je topo IIα, imajo primarno in močnejše delovanje na celice, ki se hitreje delijo in 
vsebujejo večjo količino α izooblike encima. Pri tem velja omeniti, da so naša ciljna skupina 
rakave celice, katerih glavna lastnost je ravno hitra in nenadzorovana delitev (19, 20).  
1.3 Struktura DNA topo IIα 
Evkariontski encimi topoizomeraze tipa II so veliki homodimerni encimi. Njihova molekulska 
masa je približno 160-180 kDa. Natančna kristalna struktura človeške topo IIα v celoti še ni 
znana, lahko pa o njeni tridimenzionalni strukturi sklepamo na podlagi posebej kristaliziranih 
delov in na podlagi podobnosti z drugimi topo II. Zelo uporabna je primerjava s kvasno topo II 
iz Saccharomyces cerevisiae (Slika 3), saj so zanjo že uspeli eksperimentalno določiti strukturo 
kompleksa med G segmentom DNA in nehidrolizirajočim ATP analogom (21). Strukturo topo 
IIA lahko na podlagi homologije z bakterijsko DNA girazo razdelimo na 3 različne domene: 
N-terminalno, centralno in C-terminalno (12).  
 
Slika 3: Prikazana je kristalna struktura celotne glivne DNA topo II iz Saccharomyces 
cerevisiae  (PDB 4GFH), na desni pa delitev strukturnih elementov  encima. Označeni so 
posamezni deli ter funkcionalne podenote encima: N-terminalni, centralni in C-terminalni del.  
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N-terminalni del je homologen z B podenoto bakterijske E. coli B giraze. N-proteinsko domeno 
imenujemo tudi ATP-azna domena, saj je sestavljena iz dveh podenot: vezavnega mesta za 
ATP, ki ga uvrščamo v superdružino encimov GHKL (giraze, Hsp90, histidin kinaza in MutL 
proteini) in t. i. transducer domene. Transducer domena vsebuje aminokisline, ki sodelujejo pri 
vezavi in hidrolizi ATP na vezavnem mestu za ATP. Njena vloga je, da po vezavi molekule 
ATP na njeno vezavno mesto pošilja signale naprej domeni, ki je odgovorna za cepitev verige 
DNA. Na osrednjem oziroma centralnem delu, ki je homologen z A podenoto bakterijske E. 
coli DNA giraze, se nahajajo domene TOPRIM (topoisomerase/primase), WHD (winged helix 
domain) in domena TOWER. Domena TOPRIM vključuje trojico aminokislinskih ostankov, ki 
sodelujejo pri kompleksaciji divalentnega kationa, na podenoti WHD pa se nahaja aktivni 
tirozinski ostanek. Obe enoti sta nujno potrebni za proces cepitve dvojne vijačnice DNA, ki je 
ključna za potovanje druge verige dvovijačne DNA skozi nastalo odprtino. Vloga domene 
TOWER je povezava obeh monomernih enot dimernega encima. Na C-terminalnem delu se 
nahaja C-terminalni rep, za katerega je značilno, da ne izkazuje homologije z bakterijsko girazo. 
Vsebuje aminokisline, ki so pomembne za fosforilacijo in interakcije z drugimi encimi, sodeluje 
in nadzira pa tudi pravilen prehod T-segmenta ob koncu katalitičnega cikla (22).  
1.4 Mehanizem delovanja topoizomeraz tipa II 
Topo II katalizirajo topološke spremembe po tako imenovanem dvovratnem mehanizmu (ang. 
two-gate mechanism), ki je bil prvič omenjen leta 1990 (23). Konformacija encima se spreminja 
skozi različne stopnje katalitičnega cikla. Kot je shematsko prikazano na sliki 4, je cikel 
sestavljen iz več zaporednih korakov (20).  
Prvi korak katalitičnega cikla se začne z vezavo molekule DNA (veriga G, pri čemer je G 
oznaka za vrata oz. gate) na visoko afinitetno vezavno mesto encima topo IIα. Pogoj, da se 
molekula DNA (veriga G) lahko veže na encim topo IIα je, da so N-vrata odprta. V naslednjem 
koraku pride do vezave dveh molekul ATP na ATP-azno domeno, kar vodi v dimerizacijo ATP-
azne domene (N vrata) in posledično ujetje drugega segmenta molekule DNA (T verige, pri 
čemer je T oznaka za prenos oz. transport) v vratih N. V tretjem koraku se v prisotnosti Mg2+ 
cepi veriga G. Cepitev verige G je posledica nukleofilnega napada 2 tirozinskih ostankov, ki 
sta na delu WHD, vsak na svoji monomerni enoti encima. Kot nukleofila napadeta 
fosfodiestrski vezi v molekuli DNA štiri bazne pare narazen, pri čemer se tvorita dva 5'-
fosfotirozinska intermediata. V verigi G se ustvari odprtina, skozi katero je omogočen prehod 
verigi T. V naslednjem koraku ena od molekul ATP hidrolizira in omogoči prehod verigi T 
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skozi nastalo odprtino v verigi G. Ko se veriga T prenese skozi verigo G, pride do ponovne 
religacije verige G. Sledi odprtje vrat C in veriga T se lahko sprosti iz encima. V predzadnjem 
koraku se C vrata ponovno zaprejo. V zadnjem koraku sledi hidroliza še druge molekule ATP 
do ADP in anorganskega fosfata P, kar vodi do odprtja N vrat in sprostitve obeh produktov 
hidrolize ATP in verige G. Z odprtjem N vrat se proces zaključi in encim je pripravljen na 
začetek novega cikla (7, 20). 
 
Slika 4: Shema katalitičnega cikla DNA topo IIα (povzeto po (20)). 
1.5 Katalitični zaviralci človeške topo IIα 
Zaviralce topo II glede na različen mehanizem delovanja delimo na topoizomerazne strupe in 
katalitične zaviralce. Večino protirakavih učinkovin, ki se klinično že uporabljajo, uvrščamo v 
skupino strupov (npr. etopozid, tenopozid, doksorubicin, mitoksantron, salvicin itd.). Ti še 
vedno predstavljajo prvo linijo izbora v terapiji zdravljenja večine solidnih kot tudi 
hematoloških malignih tvorb (17). Povzročijo stabilizacijo vmesnega kovalentnega kompleksa 
med encimom topo II in DNA (ang. cleavage complex), ki je pri normalni rasti celic le začasno 
prisoten in komaj zaznaven. Encim topo II v tem primeru postane za celico močan, smrten 
toksin, povzroči trajno prekinitev DNA in kopičenje dvojnih prelomov DNA, kar na koncu vodi 
v apoptozo oziroma celično smrt rakavih celic. Zdravila, ki jih uvrščamo v skupino strupov, žal 
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povzročajo hude neželene učinke kot so kardiotoksičnost, mielosupresija, levkopenija, 
alopecija, v nekaterih hujših primerih lahko pride tudi do pojava specifičnih sekundarnih 
levkemij (24). Prvič so to težavo opazili pri zdravljenju akutne mieloidne levkemije (AML), 
kjer je program zdravljenja vključeval etopozid in tenipozid (25, 26). Vse večjo težavo pri 
zdravljenju s protirakavimi zdravili iz skupine topoizomeraznih strupov predstavlja 
multirezistenca, ki je posledica čezmerne ekspresije določenih proteinov, ki omogočajo 
izplavljanje kemoterapevtikov iz celice (17). Zato se v zadnjih letih raziskave usmerjajo 
predvsem v iskanje in načrtovanje novih katalitičnih zaviralcev, ki bi povzročili manjše 
poškodbe DNA, bili manj citotoksični za normalne celice, imeli manjše tveganje za razvoj 
sekundarnih tumorjev ter bili čim bolj odporni proti pojavu multirezistence (8, 17, 21). 
Prednost katalitičnih zaviralcev je, da lahko delovanje encima zavirajo na različnih stopnjah 
tekom katalitičnega cikla, pri čemer v nasprotju s topoizomeraznimi strupi ne povzročijo 
kopičenja DNA-topo II kovalentnega kompleksa v celici. Preprečijo lahko vezavo molekule 
DNA na topoizomerazo, zavirajo cepitev DNA (merbaron), zasedejo vezavno mesto za ATP 
(purinski analogi) ali zavirajo hidrolizo molekule ATP (bisdioksipiperazinski analogi). 
Trenutno je ATP-azna domena ena izmed najpogosteje uporabljenih tarč pri načrtovanju novih 
katalitičnih zaviralcev (17). Spojine, ki se vežejo na vezavno mesto za ATP, preprečijo vezavo 
molekuli ATP in s tem onemogočijo nadaljevanje katalitičnega cikla. 
ATP-azna domena, ki se nahaja na N-terminalnem delu, je po zgradbi med topo IIα in topo IIβ  
zelo primerljiva. Tudi DNA vrata ali centralna domena, kot jo drugače poimenujemo je med 
topo II izooblikama zelo podobna, vendar je vseeno ravno centralni del encima najpogostejša 
tarča, na katero delujejo topo II zaviralci. Posledično je zelo težko načrtovati zaviralce, ki bi 
specifično delovali zgolj na obliko topo IIα. Kljub temu pri načrtovanju novih neoplastičnih 
učinkovin skušajo pridobiti to specifičnost in kot glavno tarčo v ospredje postavljajo izoobliko 
topo IIα, saj dosedanje ugotovitve kažejo, da je encim topo IIα tisti, ki je odgovoren za 
superzvitost kromosoma, medtem ko encim topo IIβ povezujejo z neželenimi učinki, kot so 
rezistenca, kardiotoksičnost ali pojav sekundarnih malignih obolenj. Glavne razlike med 
izooblikama se kažejo v C-terminalnem delu, ki pri topo IIβ vsebuje 443 aminokislin in je 
posledično malo daljši kot pri topo IIα, ki vsebuje le 360 aminokislin (17).  
Trenutno je v Sloveniji edini predstavnik iz družine katalitičnih zaviralcev, ki se že uporablja v 
terapiji, deksrazoksan. Uvrščamo ga v skupino derivatov bisdioksipiperazinov. Zavira hidrolizo 
ATP ter posledično prepreči, da bi se lahko začel nov katalitični cikel. Njihovo zaviranje encima 
topo IIα je dokaj nizko, zato se derivati bisdioksipiperazinov primarno uporabljajo kot 
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kardioprotektivi pri sočasnem zdravljenju z antraciklini (npr. doksorubicin), saj delujejo tudi 
kot močni kelatorji železovih ionov. Deksrazoksan kelira železove ione in s tem zmanjša 
nastajanje oksidativnega stresa, ki je pomemben vzrok za kardiotoksičnost pri zdravljenju z 
antraciklini (27). 
Kot smo že omenili, topo II velja za pomembno in validirano tarčo v sintezi novih katalitičnih 
zaviralcev, saj je njena ključna vloga v povezavi z različnimi rakavimi obolenji do sedaj že 
dobro raziskana. Dolgotrajna raziskovanja in preizkušanja so v zadnjih nekaj letih privedla do 
širokega nabora novih spojin z močno različnimi strukturami, katerih skupna lastnost je 
sposobnost vplivanja na aktivnost encima topo II. Na sliki 5 je prikazan izbor nekaterih novih 
sinteznih molekul, ki so se v sklopu posameznih raziskav izkazale kot potencialni katalitični 
zaviralci topo II (17). 
Kwon in sodelavci so tako preučevali derivate 6-tiofen-2-il piridina (izhajali so iz α-terpiridina), 
ki so izkazovali odlično inhibicijo, hkrati so bili tudi specifični za topo II. Kot najučinkovitejši 
se je izkazal derivat, ki je na sliki 5 označen s številko I in deluje kot katalitični zaviralec z zelo 
visoko selektivnostjo na topo IIα (več kot 98 % inhibicija) glede na topo IIβ. Spojino lahko 
glede na odlične rezultate štejemo kot  spojino vodnico za nadaljnjo optimizacijo (17, 28).  
Shen ter ostali sodelavci so poročali o širokem spektru 2-aril substituiranih derivatov naftalena, 
s čimer so dodatno obogatili dosedanje poznavanje odnosa med strukturo in delovanjem  (SAR) 
tovrstnih derivatov (na sliki 5 je pod oznako II prikazan eden izmed najučinkovitejših 
derivatov). Rezultati so pokazali, da je za močnejše delovanje na mestu R2 pomembna -OH 
skupina, na mestu R1 pa antiproliferativno delovanje omogočajo polarni substituenti (npr.              
-OCH3, -CH2OH, -OH), medtem ko močno hidrofilni kisli substituenti zmanjšajo aktivnost 
(17).  
Na Kemijskem inštitutu v Ljubljani so raziskovalci z uporabo tehnike virtualnega rešetanja 
odkrili več novih razredov spojin, med drugimi: derivate triazinov, triazinonov in pirimidinov. 
Kot učinkoviti  zaviralci IIα z delovanjem na vezavno mesto za ATP so se izkazali derivati iz 
razreda 4-amino-6-(fenilamino)-1,3,5,-triazinov in 4,6-substituiranih-1,3,5-triazin-2(1H)- 
onov, ki delujejo kot monociklični mimetiki purinskega analoga (29). Spojini z oznakama III 
in IV (Slika 5) prikazujeta najbolj aktivni spojini iz razreda triazinov in triazinonov, ki so jih 
testirali v sklopu njihove raziskave. Njuni izmerjeni vrednosti IC50 znašata 229 μM za spojino 
III in 8,4 μM za spojino IV (17, 30).  
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Slika 5: Primeri novoodkritih razredov katalitičnih zaviralcev topo IIα, ki so še v različnih fazah 
predkliničnega razvoja (17, 30). 
V sklopu serije novoodkritih derivatov tiosemikarbazonov, ki jih je sintetiziral Huang s 
sodelavci, vodilno spojino predstavlja spojina V (Slika 5). Spojina deluje kot katalitični 
zaviralec topo IIα, saj se veže direktno na domeno encima z vezavnim mestom za ATP ter tako 
blokira hidrolizo ATP, hkrati pa deluje tudi kot kelator kovinskih ionov. Spojina posledično 
izkazuje močno antiproliferativno delovanje proti različnim tipom rakavih celic, njena 
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izmerjena vrednost IC50 znaša med 20-90 nM. Njena slabost je, da ni celično selektivna, vendar 
pa ima dobro učinkovitost tudi na multirezistentne rakave celične linije (20). Podoben način 
delovanja so pričakovali tudi pri spojini VI. Kot spojina V, je tudi ta kelator kovinskih ionov. 
Deluje selektivno toksično na topo IIα, smrt rakavih celic pa povzroči z induciranjem dvojnih 
prelomov molekule DNA. Kljub temu da je spojina VI sposobna vezati kovinske ione, se je 
izkazalo, da se ne more uporabljati kot kardioprotektiv pri sočasni uporabi z antraciklinom 
doksorubicinom, saj zaradi drugačnega načina delovanja celo poveča citotoksični učinek 
doksorubicina na celice. Kljub temu je zaradi svojega dvojnega delovanja zanimiva za nadaljnje 
preučevanje, kajti izkazuje nizko intrinzično toksičnost za zdrave celice (31, 32). 
1.6 Razvoj oksadiazolnih derivatov kot zaviralcev topo IIα 
Na Fakulteti za farmacijo se poleg intenzivnega raziskovanja in odkrivanja novih zaviralcev na 
topo IIα ukvarjajo tudi z razvojem potencialnih zaviralcev bakterijske DNA giraze. Razvili so 
obetavno serijo derivatov v obliki substituiranih 1,2,4-oksadiazolov, ki delujejo kot zaviralci 
bakterijske DNA giraze (33).  
Zaradi velike podobnosti v obliki vezavnega mesta za ATP med bakterijsko DNA girazo ter 
človeško DNA topo IIα so na Kemijskem inštitutu v Ljubljani preverili možnost sidranja nekaj 
spojin iz te serije v aktivno mesto na človeški topo IIα. Nekatere sintetizirane spojine 3,5-
substituiranega 1,2,4-oksadiazolnega kemijskega razreda, ki v publikaciji reference (33) sicer 
niso bile opisane, so pokazale obetavno vezavo in so jih zato testirali na encim topo IIα. 
Testirane spojine žal niso izkazovale zaviralnega delovanja na encim topo IIα pod 1000 μM 
(11).  
V nadaljevanju so kot pomoč pri modificiranju neaktivnih derivatov iz kemijskega razreda 
substituiranih 1,2,4-oksadiazolov v aktivne analoge uporabili strukturno primerjavo s serijo 
aktivnih topo IIα zaviralcev, bitiazolov, za katere je vezava v vezavno mesto za ATP tudi že 
eksperimentalno potrjena. Po primerjanju sidranih konformacij vezavnih poz obeh serij spojin 
so ugotovili, da je najverjetneje etilenski mostiček, preko katerega je na obroč vezana 
karboksilna skupina, preveč fleksibilen strukturni del molekule. Etilenski mostiček so zato v 
seriji derivatov 1,2,4-oksadiazolov rigidizirali in zamenjali s fenilnim obročem, na katerega je 
funkcionalna skupina R lahko vezana na meta ali para mestu (prikazano na sliki 6). Fenilni 
obroč je v nasprotju z etilenskim mostičkom dosti bolj rigiden element in molekuli omogoča 
manjšo vrtljivost ter tako posledično zagotavlja večjo verjetnost vezave na tarčno mesto v 
ustrezni konformaciji.  
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Študije molekulskega sidranja so pokazale ugodne vezavne poze in interakcije načrtovanih 
analogov z vezavnim mestom na topo IIα, kar so kasneje potrdili tudi rezultati bioloških 
testiranj sintetiziranih derivatov z uvedenim rigidnim fragmentom-fenilom. Testirali so tudi 
komercialno dostopne regioizomere 3,5-substituiranih 1,2,4-oksadiazolov ter s tem še dodatno 
povečali nabor podatkov o odnosu med strukturo in delovanjem (SAR) spojin tega razreda. S 
tem so potrdili začetno hipotezo, da uveden rigidni fragment lahko vodi do spojin z zaviralnim 
delovanjem na topo IIα, zato smo te analoge izbrali za nadaljnjo optimizacijo (11). Shematski 
proces predhodnega načrtovanja novih katalitičnih zaviralcev je prikazan na sliki 6. 
Slika 6: Prikaz dosedanjega razvoja 3,5-substituiranih 1,2,4-oksadiazolnih zaviralcev človeške 
topo IIα, pri čemer S označuje osnovni skelet analogov, ki smo jih sintetizirali v sklopu 
magistrske naloge, K pa osnovni skelet komercialno dostopnih regioizomerov 1,2,4-
oksadiazolov. Prikazani sta tudi spojini SSB4 in STL253012, ki sta izmed vseh spojin, ki so jih 
testirali v sklopu predhodnega eksperimentalnega dela, imeli najboljše vrednosti IC50 (11). 
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2 Namen dela 
V okviru magistrske naloge bomo sintetizirali optimizirane derivate 3,5-disubstituiranega 
1,2,4-oksadiazola kot potencialne nove katalitične zaviralce encima človeške DNA topo IIα. 
Naš namen je ovrednotiti uspešnost strukturno podprtega načrtovanja novih katalitičnih 
zaviralcev, ki zasedajo vezavno mesto za ATP na ATP-azni domeni ter z dodatnimi 
komercialno dostopnimi spojinami dopolniti podatke o dosedanjem poznavanju SAR-a za to 
kemijsko skupino spojin.  
Izhodišče za optimizacijo spojin, ki jih bomo sintetizirali v sklopu te magistrske naloge, 
predstavljajo spojine, ki so se izkazale kot aktivne v drugih raziskavah te tarče, ki so jih opravili 
raziskovalci Kemijskega inštituta v Ljubljani. V okviru enega izmed projektov so odkrili 
obetavno skupino derivatov 4,6-substituiranih-1,3,5-triazin-2(1H)-onov, ki delujejo kot 
monociklični katalitični zaviralci topo IIα (34, 35). S sidranjem spojin tega razreda v ATP 
vezavno mesto na človeški topo IIα so opazovali možnost tvorbe dodatnih interakcij med 
tarčnim vezavnim mestom in nesubstituiranim fenilnim obročem na obročnem mestu 4. Kot 
zelo ugodni so se izkazali substituenti, s katerimi so v molekule uvedli fluorove atome, saj so 
le-ti zaradi tvorbe dodatnih interakcij v fosfatnem ter sladkornem delu vezavnega mesta za ATP 
najbolj izboljšali zaviralno aktivnost (35). 
Po predhodni primerjavi izračunanih vezavnih konformacij optimiziranih derivatov 4,6-
substituiranih-1,3,5-triazin-2(1H)-onov ter novih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov v 
vezavno mesto za ATP na topo IIα smo se odločili za nadaljnjo optimizacijo spojin iz serije 
3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov z uvedbo fragmentov, ki so izkazovali ugodne lastnosti 
pri triazinonski seriji. Na podlagi sidranih konformacij in pričakovanih najugodnejših interakcij 
z vezavnim mestom za ATP na topo IIα smo izbrali 5 različnih substituentov na obročnem 
mestu 5 (na sliki 7 so prikazani kot R2), ki so glede na predhodne raziskave pokazali najboljši 
prispevek k zaviralni aktivnosti. Odločili smo se predvsem za substituente, s katerimi bomo v 
molekulo uvedli fluorove atome, saj so le-ti imeli ugoden vpliv na izboljšanje aktivnosti 
triazinonskih derivatov. Pri izbiri smo upoštevali, da so izbrani substituenti komercialno in 
cenovno dostopni. Proces načrtovanja spojin in njihova optimizacija sta shematsko prikazana 
na sliki 7. Ena izmed sintetiziranih spojin bo tudi že znana spojina 10, ki jo bomo ponovno 
sintetizirali z namenom njene natančnejše analize mehanizma inhibicije, saj je le-ta že pokazala 
zaviralno aktivnost.  
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Slika 7: Koraki strukturno podprte optimizacije 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov ter 
izbor dodatnih regioizomerov obravnavanih v magistrski nalogi. 
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Sintezo načrtovanih 3,5-disubstituiranih analogov 1,2,4-oksadiazola bomo začeli z N-
acetiliranjem izhodne spojine 3-aminobenzobitrila, s čimer bomo pripravili N-(3-
cianofenil)acetamid (1). V naslednjem koraku bomo z dodatkom hidroksilamonijevega klorida 
in trietilamina tvorili N-(3-(N'-hidroksikarbamimidoil)fenil)acetamid (2). Sintetizirani 
amidoksim bomo v nadaljevanju s predhodno izbranimi reagenti preko nukleofilne substitucije 
pretvorili v ustrezne O-acilirane derivate. Sledil bo postopek termično aktivirane ciklizacije, 
kjer bomo dobili končne načrtovane strukture 3,5-disubstituiranih-1,2,4-oksadiazolov. S tem 
postopkom bomo dobili N-(3-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamid 
(4), N-(3-(5-(3-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamid (7), metil 3-(3-(3-
acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzoat (10), N-(3-(5-(3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil)-
1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil)acetamid (13) in N-(3-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il) 
fenil)acetamid (16). Na koncu bo sledila hidroliza oziroma odstranitev zaščitne acetamidne 
skupine na vseh spojinah sintetiziranih v predhodni stopnji. To bo zadnja stopnja v našem 
sinteznem postopku, in sicer bomo s tem dobili spojine 3-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-
oksadiazol-3-il)anilin (5), 3-(5-(3-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)anilin (8), metil 
3-(3-(3-aminofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzoat (11), 3-(5-(3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil)-
1,2,4-oksadiazol-3-il)anilin (14) in 3-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)anilin (17).  
Poleg vpliva substituentov R2 na obročnem mestu 5 na encimsko aktivnost bomo v nalogi 
poskušali opredeliti tudi vpliv acetiliranega obročnega dušika na R1 poziciji. V sklopu 
magistrske naloge bomo tako sintetizirali 10 končnih tarčnih spojin. Njihovo strukturo bomo 
eksperimentalno poskušali potrdili z uporabo analiznih in spektroskopskih metod (NMR, IR, 
MS in HRMS). Sintetiziranim spojinam bomo določili tudi interval temperature tališča, čistost 
pa bomo določili z analizo HPLC. Zaviralno delovanje končnih spojin bomo eksperimentalno 
ovrednotili z uporabo in vitro testa relaksacijske topo IIα encimske aktivnosti. Poleg tega pa 
bomo za predhodno izbrano spojino 10, ki jo bomo resintetizirali zaradi njene že določene 
zaviralne aktivnosti, izvedli tudi test spodbujanja cepitve DNA ter tako preverili, ali deluje kot 
katalitični zaviralec.  
Dodatno bomo z iskanjem po spletnih bazah spojin pridobili še nekaj komercialno dostopnih 
spojin, ki so strukturno podobne našim načrtovanim derivatom 1,2,4-oksadiazola in 
predstavljajo regioizomere glede na naše sintetizirane spojine. S tem bomo pridobili še več 
podatkov, ki nam bodo pomagali pri dodatni pojasnitvi SAR-a za to kemijsko skupino spojin.  
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2.1 Reakcijske sheme 
Slika 8: Reakcijska shema 1. 
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Slika 9: Reakcijska shema 2. 
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Slika 10: Reakcijska shema 3. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Reagenti in topila 
Pri eksperimentalnem delu smo v laboratoriju uporabljali reagente in topila naslednjih 
proizvajalcev: Fluka, Merck, Sigma Aldrich, Apollo Scientific, Carlo Erba in Acros organics. 
Pri delu smo uporabljali tudi brezvodni diklorometan, brezvodni toluen in etilkloroformat, ki 
smo jih pripravili po standardnem postopku na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Vsi 
reagenti so imeli najmanj 96 % čistost.  
3.1.2  Laboratorijska oprema 
V sklopu eksperimentalnega dela smo uporabljali naslednjo laboratorijsko opremo: 
 rotavapor Büchi Rotavapor R-114 z grelno kadičko Büchi Heating Bath in vakuumsko 
črpalko Büchi Labortechnik I-100 (Büchi, Švica) 
 laboratorijsko tehtnico Sartorius ISO 9001 (Sartorius, Nemčija) 
 analitsko tehtnico Mettler Toledo AG245 (Mettler Toledo, Švica) 
 magnetno mešalo z grelnikom IKA ® RH basic RH B (IKA, Nemčija) 
 UV svetilko Camag UC-CABINET II (Camag, Švica) 
 grelno pištolo Einhell® TC-HA 2000/1 (Einhell, Nemčija) 
 filter papir 
 steklovino različnih proizvajalcev 
 oljno kopel 
3.2 Metode 
3.2.1 Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija 
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo potrebovali, da smo spremljali potek samih reakcij in 
izolacij spojin. S pomočjo dobljenih kromatogramov smo lahko določili, kdaj je reakcija 
potekla do konca in smo spojino lahko izolirali. Uporabljali smo jo tudi pri kolonski 
kromatografiji, kjer smo s pomočjo metode TLC določili najprimernejšo mobilno fazo za 
čiščenje zmesi spojin, nato pa smo z njo neposredno spremljali potek kolonske kromatografije. 
Uporabljali smo plošče TLC Silica gel 60 F₂ ₅ ₄  z 0,20 mm nanosa silikagela na aluminijastem 
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nosilcu velikosti 20 x 20 cm proizvajalca Merck (Merck, ZDA). Plošče imajo kot fluorescentni 
indikator dodan fluorescein. Za razvijanje kromatogramov smo uporabljali različne mobilne 
faze (MF), ki so navedene pri vsakem sinteznem postopku. Spojine smo na kromatografskih 
ploščicah detektirali s pomočjo UV svetilke (Camag, Švica) z valovno dolžino λ=254 nm. Kot 
orositveni reagent smo uporabili ninhidrin, s katerim smo detektirali prisotnost aminske skupine 
v spojini. 
Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za čiščenje končnih spojin in vmesnih produktov. 
Uporabili smo steklene kolone različnih velikosti in premerov. Za stacionarno fazo smo 
uporabili silikagel Silica gel 60 proizvajalca Merck (Merck, ZDA) z velikostjo delcev 0,040-
0,063 mm. Kot mobilno fazo smo uporabili različne mešanice topil kloroform in metanol ali 
diklorometan ter metanol. Pri vsaki spojini, ki smo jo čistili s kolonsko kromatografijo, je v 
sinteznem postopku definirano tudi razmerje topil, ki smo ga uporabili. Pretok mobilne faze 
smo po potrebi povečali z nadtlakom. 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Čistost končnih spojin smo s pomočjo metode HPLC preverili na Fakulteti za farmacijo. 
Analizo smo izvedli na instrumentu Agilent Technologies HP 1100 z UV-VIS detektorjem 
Agilent Technologies G1365B (ZDA) in kolono Agilent Eclipse Plus C18 (5 μm delci, 4,6 x 
150 mm) (Agilent, ZDA) pri pretoku 1 mL/min. Kot mobilno fazo smo uporabili 0,1 % 
trifluoroocetno kislino v vodi in acetonitrilu, pri čemer smo delež acetonitrila spreminjali od 
30 % do 90 %. Spojine smo detektirali pri valovni dolžini 254 nm. Volumen injiciranja je bil 
10 μL, temperaura kolone pa 25 °C. 
3.2.2 Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Metodo NMR smo uporabili za identifikacijo in preverjanje čistosti spojin. Za snemanje ¹H 
NMR spektrov smo uporabili spektrofotometer Bruker Avance III 400 MHz (Bruker, ZDA) na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani (UL FFA). Vzorce smo raztopili v devteriranem 
topilu dimetilsulfoksidu (DMSO-d₆ ) ali v devteriranem kloroformu (CDCl₃ ) z dodanim 
internim standardom (tetrametilsilan-TMS). Kemijski premiki (δ) so podani v enotah ppm, 
relativno na interni standard. Oblike vrhov smo opisali s standardnimi izrazi za singlet (s), 
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dublet (d), dvojni dublet (dd), triplet (t) in multiplet (m). Za računalniško obdelavo spektrov 
smo uporabili program MestRec 4.5.6.0 proizvajalca Mestrelab Research.  
Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre spojin smo posneli na spektrofotometru FT-IR Thermo Nicolet (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA), model Nexus s programsko opremo Omnic E.S.P. 5. 2. na UL FFA.  
Masna spektroskopija (MS) 
Metodo smo uporabili za potrditev identifikacije spojin. Vmesnim in končnim spojinam smo 
masni spekter posneli s tehniko ESI na spektrometru Advion Expression CMSL (Advion, ZDA) 
na UL FFA. Pri končnih spojinah pa smo na Fakulteti za farmacijo dodatno posneli še masni 
spekter s tehniko ESI HRMS na spektrometru Exactiveᵀᴹ Plus Orbitrap Mass Spectrometer, 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
3.2.3 Določanje talilnega intervala 
Sintetiziranim spojinam smo tališče oziroma talilni interval določili s pomočjo talilnega 
mikroskopa znamke Leica (Leica, Nemčija) z ogrevalno mizico na UL FFA. Tališča niso 
korigirana. 
3.2.4 Uporaba računalniških programov 
3.2.4.1 Risanje in poimenovanje spojin 
Za risanje kemijskih struktur, njihovo poimenovanje in risanje reakcijskih shem smo uporabljali 
programa ChemDraw Professional 16.0 in ChemBioDraw 15.1, podjetja CambridgeSoft in 
spadata znotraj večjega programskega okolja ChemOffice (36). S pomočjo teh programov smo 
izračunali molekulsko maso sintetiziranih spojin in jih poimenovali po IUPAC – nomenklaturi.  
3.2.4.2 Molekulsko sidranje spojin 18 in 19 v vezavno mesto za ATP človeške DNA 
topo IIα 
Načrtovanje spojin in njihovo molekulsko sidranje v vezavno mesto za ATP smo izvedli na 
Kemijskem inštitutu v Ljubljani. Uporabili smo program Chem3D, s katerim smo ustvarili 
tridimenzionalno strukturo načrtovanih ligandov, le-to pa smo ustrezno optimizirali z uporabo 
polja sil MMF94. Za geometrijsko optimizacijo začetne konformacije smo uporabili nastavitve, 
ki so bile že predhodno predlagane. Novo optimizirano konformacijo spojine smo shranili v 
obliki datoteke sdf. S programom GOLD (37), proizvajalca The Cambridge Crystallographic 
Data Centre, smo načrtovane spojine sidrali v vezavno mesto za molekulo ATP, primerjavo 
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med različnimi sidranimi konformacijami in njihovo vizualizacijo pa smo opravili s programom 
LigandScout, proizvajalca Inte:Ligand (38).  
Konformacije molekul 18 in 19 v aktivnem mestu tarčnega encima topo IIα smo izračunali s 
programom GOLD (37). Uporabili smo le 1 protomer (verigo A) tarčne strukture ATP-azne 
domene človeške topo IIα, ki smo jo pridobili iz baze proteinskih struktur (Protein Data Bank 
– PDB) in je shranjena pod oznako 1ZXM (39). Iz aktivnega mesta smo odstranili Mg 2+ in vse 
molekule vode, razen W931 in W924, za katere so predhodne raziskave že pokazale, da sta 
pomembni za vezavo spojine in tvorbo vodikovih vezi z aminokislinami v aktivnem mestu (30). 
Proteinu smo s privzetimi nastavitvami samodejno dodali vodikove atome. Aktivno mesto smo 
definirali kot kroglo s premerom 10 Å okoli referenčnega liganda adenil-imidodifosfata (AMP-
PNP). Ostale nastavitve genetskega algoritma v sklopu programa GOLD smo ohranili, kot so 
bile privzeto nastavljene: populacija = 100, selekcijski pritisk = 1,1, število operacij = 100 000, 
število otokov = 5, velikost niše = 2, migracija = 10, mutacija = 95 in Crossover = 95. V 
nadaljevanju smo za validacijo najprej reproducirali vezavno obliko ko-kristaliziranega 
referenčnega liganda AMP-PNP v vezavnem mestu za molekulo ATP. Zato da smo ovrednotili 
nastavitve molekulskega sidranja, smo uspešno reproducirali konformacijo AMP-PNP liganda 
v kristalni strukturi z RMSD (Root-mean-square deviation) 1,5 Å. Z uporabo enakih nastavitev 
smo v tarčno mesto za ATP sidrali spojini 18 in 19 (Slika 22). Zanju smo izračunali 10 vezavnih 
oblik/konformacij v vezavnem mestu za ATP, ki smo jih vizualizirali ter primerjali s 
programom LigandScout. Za oceno afinitete sidranih konformacij pri spojinah 18 in 19 smo 
uporabili cenilno funkcijo Goldscore, saj se je le-ta izkazala za najprimernejšo pri validacijskem 
sidranju (30).  
3.2.5 Izbor dodatnih komercialno dostopnih analogov 3,5-disubstituiranih 
1,2,4-oksadiazolov 
Kot pomoč pri iskanju dodatnih komercialno dostopnih strukturno podobnih spojin smo 
uporabili spletno platformo eMolecules (40), ki v svoji bazi vsebuje skoraj 6 milijonov spojin. 
Preko brezplačnega iskalnika lahko v bazi podatkov iščemo in identificiramo nove potencialne 
spojine. Na spletni strani smo z uporabo funkcije »substructure search« poiskali komercialno 
dostopne analoge, ki so strukturno podobni 3,5-disubstituiranim 1,2,4-oksadiazolom, ki smo jih 
načrtovali v sklopu magistrske naloge (Slika 11). Med komercialnimi spojinami analogov, ki 
bi imeli enako substitucijo oksadiazolnega skeleta kot naši načrtovani, žal nismo našli. 
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Komercialno dostopni so le analogi, ki so regioizomeri naših izhodnih oksadiazolov, zato je 
položaj heteroatomov oksadiazolnega obroča pri njih drugačen.  
  
Slika 11: Struktura narisanih spojin, ki smo jih uporabili pri iskanju komercialno dostopnih 
strukturno podobnih analogov načrtovanih spojin v eMolecules. 
3.2.6 Biološko testiranje spojin: In vitro test topo IIα relaksacijske encimske 
aktivnosti 
Pri spojinah, ki smo jih sintetizirali v sklopu magistrske naloge (4, 5, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16, 
17) in komercialno dostopnih pridobljenih spojinah (18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25), smo 
preverili njihovo sposobnost zaviranja encimske aktivnosti človeške DNA topo IIα. Naredili 
smo in vitro test topo IIα relaksacijske encimske aktivnosti po standardnem protokolu (41)  na 
testni ploščici, ki smo jo kupili pri podjetju Inspiralis. Test je na Kemijskem inštitutu v Ljubljani 
izvedla mlada raziskovalka Kaja Bergant.  
Test relaksacijske encimske aktivnosti temelji na tvorbi tripleksa med superzvitim plazmidom, 
biotiniliranim oligonukleotidom in barvilom SybrGOLD. Ta kompleks se lahko tvori le v 
primeru, ko preiskovana spojina zavira encimsko aktivnost topo IIα in posledično ne pride do 
relaksacije superzvitega plazmida. Shematsko je test prikazan na sliki 12. Pri testu smo kot 
standard oziroma pozitivno kontrolo uporabili etopozid, ki je že znan zaviralec topo IIα in se 
uporablja v terapevtske namene. Njegova znana zaviralna aktivnost (IC50) je 60,3 μM (42). 
Testiranje vseh spojin smo izvedli pri štirih različnih koncentracij: 250 μM, 125 μM, 31,5 μM 
in 7,8 μM.  
V nadaljevanju podajamo razlago metodologije uporabljenega testa. Na mikrotitrsko ploščico, 
na katero imamo vezan streptavidin, imobiliziramo biotiniliran oligonukleotid. V naslednjih 
korakih postopoma dodamo v reakcijsko zmes preiskovane spojine, ATP, dodatno zvit plazmid 
in encim topo IIα. Po inkubaciji dodamo TF pufer (ang. triplex forming), katerega naloga je, da 
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zaustavi relaksacijo plazmida in spodbudi tvorbo tripleksa. Ko zaključimo s ponovnim 
inkubiranjem, odlijemo reakcijsko zmes, dobro speremo mikrotitrsko ploščico in nato dodamo 
barvilo SybrGOLD. Na koncu s pomočjo fluorescenčnega čitalca mikrotitrskih ploščic 
izmerimo fluorescenco. Potek testa je shematsko prikazan na spodnji sliki. Kot lahko vidimo iz 
slike 12, se barvilo veže na tripleks, ta pa se lahko tvori le v primeru, ko imamo uspešno 
inhibiran encim topo IIα.  
 
Slika 12: Princip testa topo IIα relaksacijske encimske aktivnosti (prirejeno po (43)). 
Če naša preiskovana spojina ne izkazuje zaviralne aktivnosti, encim topo IIα lahko relaksira 
superzvit plazmid in tako prepreči tvorbo tripleksa. Barvilo se v tem primeru ne more vezati na 
plazmid, zato je fluorescenca v tem primeru manjša kot v primeru, ko se barvilo lahko veže na 
tripleks. V primeru, ko je preiskovana spojina aktivna, je encim topo IIα inhibiran in ne more 
relaksirati dodatno zvitega plazmida. Zato se lahko med plazmidom in biotiniliranim 
oligonukleotidom vezanim na streptavidin tvori tripleks, na katerega se veže barvilo. Ker je 
barvilo v tem primeru vezano, bo zaznana fluorescenca posledično večja. Z merjenjem izsevane 
fluorescence in obdelavo izmerjenih podatkov smo za vsako preiskovano spojino izračunali 
vrednost IC50 ter ovrednotili morebitno zaviralno aktivnost na encim topo IIα.  
3.2.6.1 Izvedba in vitro testa topo IIα relaksacijske encimske aktivnosti 
Kupljeno mikrotitrsko ploščico, ki je obložena s streptavidinom, smo na začetku najprej 
rehidrirali. Trikrat smo jo sprali z 200 μL Wash pufra oz. pufra za izpiranje (20 mM Tris-HCl, 
(pH 7,6), 137 mM NaCl, BSA (0,005 % (w/v), Tween-20® 0,05 % (v/v)). V nadaljevanju smo 
v vsako vdolbinico dali 100 μL Wash pufra s 500 nM TFO1 ter inkubirali 5 minut na sobni 
temperaturi, s čimer smo na mikrotitrsko ploščico imobilizirali biotiniliran oligonukleotid 
(TFO1). Preostanek vsebine smo odlili stran ter trikrat sprali z Wash pufrom. Ostanke pufra v 
vdolbinicah smo odstranili s pipeto. V vsako vdolbinico smo dali 27 μL vodne raztopine 
pripravljene iz: 0,008 % Tweena-20®, 1 mM ATP ter 0,75 μg dodatno zvitega plazmida pNO1. 
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Dodali smo 0,3 μL preiskovane spojine, ki smo jo raztopili v 100 % DMSO. V maksimalno (ni 
inhibitorjev in ni encima, zato bo tu odziv maksimalen) ter minimalno (ni inhibitorjev, je pa 
encim, zato bo tu minimalna fluorosecenca) kontrolo smo namesto svoje preiskovane spojine 
dali 0,3 μL DMSO. Nato smo v vsako vdolbinico dodali še ustrezno preračunano količino 
encima v 3 μL pufra za redčenje, pripravljenega iz: 50 mM Tris HCl (pH= 7,5), 100 mM NaCl, 
1 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 50 % (v/v) glicerola in 50 μg/mL albumina. Inkubiramo pri 37 °C 
30 minut. Po inkubiranju smo v vsako vdolbinico dodali 100 μL pufra za tvorbo tripleksa (pufer 
TF: 50 mM NaOAc (pH=5,0), 50 mM NaCl, 50 mM MgCl2) in premešali s pipeto. Ponovno 
smo inkubirali pri sobni temperaturi 30 minut. Vsebino iz vdolbinic smo odlili stran ter trikrat 
sprali s pufrom za tvorbo tripleksa. Na koncu smo dodali še 200 μL barvila SybrGOLD 
razredčenega v pufru T10 (10 mM Tris-HCl (pH=8), 1 mM EDTA) in inkubirali 10-20 minut. 
Izsevano fluorescenco smo izmerili s fluorescenčnim čitalnikom mikrotitrskih ploščic 
(proizvajalec Synergy Mx, Biotek, USA) ekscitacijo pri 495 nm, emisijo pa pri 537 nm. Vsebino 
vseh vdolbinic smo pred merjenjem dobro premešali s pipeto (41). 
3.2.7 Test spodbujanja cepitve DNA 
S pomočja testa spodbujanja cepitve DNA (human topoisomerase IIα – mediated cleavage 
assay) lahko opredelimo mehanizem delovanja preiskovane spojine in določimo, ali spada v 
skupino topoizomeraznih strupov ali v skupino katalitičnih zaviralcev. V sklopu testa smo 
izvedli reakcijo relaksacije superzvitega plazmida, nato pa smo na hitro denaturirali encim topo 
IIα . S tem smo pridobili prehodni kompleks DNA-encim, ki nastane med procesom relaksacije. 
Encim smo odstranili s proteinazo K, reakcijsko zmes smo obarvali z bromfenol modro ter 
nanesli na elektroforezni gel.  
Princip testa je, da opazujemo prisotnost in količino prehodnega kompleksa v reakcijski 
mešanici. Pri normalnem delovanju encima je kovalentni kompleks, ki nastane med encimom 
topo IIα in DNA kratkoživ in skorajda nezaznaven (21). Topo II strupi pa ta kompleks 
stabilizirajo in omogočijo, da ga posledično zaznamo ter tako ločimo strupe od katalitičnih 
zaviralcev. Če je torej testirana spojina topoizomerazni strup, bomo na gelu opazili dodatno, 
močno izrazito liso linearne (precepljene) DNA, v primeru katalitičnega zaviralca, pa bomo na 
gelu opazili zgolj lisi za superzvit in relaksiran plazmid in mogoče še majhno rezidualno liso 
linernega plazmida, ki bo pri vseh koncentracijah spojine ostala enaka. Tipičen razvoj gela za 
posamezen primer spojin je prikazan na sliki 13.  
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
  28 
 
Test spodbujanja cepitve smo izvedli v sodelovanju skupaj z visokotehnološkim podjetjem 
Inspiralis iz Velike Britanije (44). Aktivnost spojine 10, ki smo jo resintetizirali v sklopu 
magistrske naloge, so izmerili pri štirih koncentracijah (500 μM, 125 μM, 31,5 μM in 3,8 μM). 
Kot standard so uporabili etopozid, izvedli pa so tudi pozitivno (+, encim brez zaviralca) in 
negativno kontrolo (-, brez encima) ter preverili zaviralni učinek DMSO.  
 
Slika 13: Prikaz tipičnega razvoja gela pri topoizomeraznih strupih in katalitičnih zaviralcih 
(povzeto po (43)).  
   
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
  29 
 
4 Eksperimentalni del 
4.1 Sinteza N-(3-cianofenil)acetamida (1) 
Reakcija: 
 
                                                                                1 
Postopek: 
V bučko nalijemo brezvodni metanol (390 mL), v katerega ob mešanju pri sobni temperaturi 
dodamo 3-aminobenzonitril (60,4 mmol; 7,146 g). S kapalnikom nato počasi dodajamo 
acetanhidrid (84,7 mmol; 8 mL). Po 1 uri od začetka dokapavanja acetanhidrida zmes uparimo 
na rotavaporju. Zaostanek prelijemo s hladno vodo (40 mL) in odfiltriramo s presesavanjem. 
Izpadlo oborino še speremo z malo mrzle vode (10 mL) in posušimo. 
Rezultati: 
Izgled: rjavkasti kristalčki; Izkoristek: 98 %, Rf: 0,45 (Mobilna faza: kloroform/metanol = 
9/1; orositveni reagent: ninhidrin); Ttališča: 106-110 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6):          
δ [ppm] = 2.08 (s, 3H, CH₃ CO); 7.48-7.54 (m, 2H, 2H-Ar); 7.78 (d, 1H, J= 11.61 Hz, 1H-Ar); 
8.09 (s, 1H, 1H-Ar); 10.30 (s, 1H, NH); IR (cm⁻ ¹): 3266, 2226, 1664, 1614, 1585, 1553, 1473, 
1450, 1424, 1365, 1326, 1292, 1261, 1021, 895, 792, 752, 678, 624, 530; MS (ESI): 161, 2 
[M+H]⁺  ; Mr (izračunana)= 160,1760; HR-MS: 161,0707 (izračunano: 161,0709); 
Elementna sestava: C9H9ON2 
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4.2 Sinteza N-(3-(N'-hidroksikarbamimidoil)fenil) acetamida (2) 
Reakcija 
 
 1                                                                                     2 
Postopek 
V bučko nalijemo brezvodni etanol (418 mL) in mu ob mešanju dodamo hidroksilamonijev 
klorid (4,8 g; 64 mmol) ter trietilamin (9 mL; 64 mmol). Mešamo tako dolgo, da dobimo 
raztopino. Nato dodamo spojino 1 (9,4 g; 58,7 mmol) in segrevamo na oljni kopeli pri 
temperaturi vrenja (100 °C). Na oljni kopeli segrevamo 24 ur in po tem času preverimo, ali je 
reakcija že potekla do konca. Ker reakcija poteka zelo počasi, po 24 urah v reakcijsko zmes 
dodamo še (1,5 g; 20 mmol) hidroksilamonijevega klorida in (3 mL; 20 mmol) trietilamina. 
Reakcijo pustimo na oljni kopeli še 48 ur, nato jo zaključimo in reakcijsko zmes uparimo na 
rotavaporju. Nastali oborini dodamo malo etra in mrzle vode ter nekaj časa pustimo na ledeni 
kopeli. Oborino odfiltriramo s presesavanjem, speremo z malo vode in dobro posušimo.  
Rezultati 
Izgled: svetlo rjavi kristalčki; Izkoristek: 63 %; Rf: 0,21 (Mf: kloroform/metanol = 9/1; 
orostitveni reagent: ninhidrin); Ttališča: 72,4-73,5 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6):               
δ [ppm] = 2.04 (s, 3H, CH₃ CO); 5.73 (s, 2H, NH₂ ); 7.30 (s, 2H, 2H-Ar); 7.58-7.62 (m, 1H, 
H-Ar); 7.88 (s, 1H, H-Ar); 9.62 (s, 1H, OH); 9.98 (s, 1H, NH); IR (cm⁻ ¹): 3441, 3195, 1649, 
1608, 1559, 1490, 1441, 1380, 1323, 1305, 1265, 981, 930, 872, 794, 766, 693, 682, 636, 604, 
542; MS (ESI): 194,3 [M+H]⁺; Mr (izračunana)= 193,2060; HR-MS: 194, 0925; 
(izračunano: 194,0924); Elementna sestava: C9H12O2N3 
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4.3 Sinteza N-(3-(N'-((4-(trifluorometil)benzoil)oksi) 
karbamimidoil)fenil) acetamida (3) 
Reakcija 
 
    2                                                                                                3 
Postopek 
V bučki v (171 mL) brezvodnega diklorometana raztopimo spojino 2 (1,1 g; 5,7 mmol). 
Mešamo 10-15 minut, da se vse raztopi. Reakcijsko zmes ohladimo na 0 °C (na mrazotvorni 
zmesi) in nato dodamo trietilamin (0,91 mL; 6,53 mmol). Nato počasi dokapavamo 4-
(trifluorometil)benzoil klorid (1 mL; 6,53 mmol). Reakcijo pustimo pri konstantnem mešanju 
in jo po 2 urah zaključimo. Po končani reakciji dodamo 100 mL diklorometana in zmes 
prelijemo v lij ločnik. Organsko fazo speremo z vodo (5 x 50 mL) in nasičeno vodno raztopino 
natrijevega klorida (50 mL). Diklorometan uparimo na rotavaporju in nastalo oborino speremo 
z vodo in filtriramo s presesavanjem. 
Rezultati:  
Izgled: bel prah; Izkoristek: 97 %; Rf: 0,43 (Mf: diklorometan/metanol = 9/1); Ttališča: 153,0-
154,8 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 2.07 (s, 3H, CH₃ CO); 7.06 (s, 2H, 
NH₂ ); 7.41 (d, 2H, J=4.84 Hz, 2H-Ar); 7.78-7.83 (m, 1H, H-Ar); 7.92 (t, 3H, J=8.5 3H-Ar); 
8.40 (d, 2H, J= 8.1 Hz, 2H-Ar); 10.14 (s, 1H, NH); IR (cm⁻ ¹): 3489, 1728, 1657, 1619, 1585, 
1567, 1441, 1321, 1291, 1269, 1181, 1137, 1096, 1065, 1017, 860, 795, 769, 704, 513; MS 
(ESI): 366,0 [M+H]⁺; Mr (izračunana)= 365,3122; HR-MS: 366,1057 (izračunano: 
366,1062); Elementna sestava: C17H15O3N3F3 
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4.4 Sinteza N-(3-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-
il)fenil)acetamida (4) 
Reakcija 
 
            3                                                                                  4 
Postopek 
Spojino 3 (1,784 g; 4,88 mmol) raztopimo v brezvodnem toluenu (160 mL). Reakcijsko zmes 
segrevamo pri temperaturi vrenja (140 °C) in pri konstantnem mešanju 8 dni. Reakcijo 
spremljamo s kromatografijo TLC in jo po osmih dneh zaključimo. Oborjeni produkt 
odfiltriramo s presesavanjem ter posušimo na zraku.  
Rezultati:  
Izgled: beli kosmiči; Izkoristek: 81 %; Rf: 0,47 (Mf: diklorometan/metanol = 9/1);           
Ttališča: 187-190 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 2.10 (s, 3H, CH₃ CO); 7.53 
(t, 1H, J= 7.96 Hz, H-Ar); 7.77 (d, 1H, J=8.03 Hz, H-Ar); 7.81 (d, 1H, J=8.16 Hz, H-Ar); 8.05 
(d, 2H, J= 8.26 Hz, 2 H-Ar); 8.39 (d, 2H, J=8.1 Hz, 2H-Ar); 8.43 (s, 1H, H-Ar); 10.24 (s, 1H, 
NH); IR (cm⁻ ¹): 1662, 1551, 1467, 1448, 1419, 1346, 1319, 1292, 1164, 1118, 1087, 1064, 
1018, 867, 761, 736, 710, 691, 679, 532; MS (ESI): 345,8 [M-H]⁻; Mr (izračunana)= 
347,2972; HR-MS: 348,0951 (izračunano: 348,0954); Elementna sestava: C17H13O2N3F3;                
HPLC: čistost spojine 99,51 % pri 254 nm (tR=6,957 min) 
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
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4.5 Sinteza 3-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-
il)anilin (5) 
Reakcija 
 4         5 
Postopek 
V bučko z okroglim dnom natehtamo spojino 4 (359 mg; 1,03 mmol), 5 M HCl (1,1 mL; 5,75 
mmol) in tetrahidrofuran (11 mL). Vklopimo magnetno mešalo in segrevamo na oljni kopeli 
pri temperaturi vrelišča 24 ur (75 °C). Po končani reakciji tetrahidrofuran uparimo. Vsebini v 
bučki dodamo 20 mL destilirane vode in vsebino naalkalimo z 10 M NaOH do pH=10. Bazično 
vodno fazo prenesemo v lij ločnik in ekstrahiramo z etilacetatom (200 mL). Organsko fazo 
speremo najprej z destilirano vodo (2 x 40 mL) in z nasičeno vodno raztopino NaCl (40 mL), 
nato jo sušimo nad Na2SO4 30 minut. Sušilno sredstvo odfiltriramo, organsko topilo pa uparimo 
na rotavaporju. Ker je nastala oborina še vsebovala ostanke tetrahidrofurana, smo jo zdrobili v 
terilnici, prelili z vodo in filtrirali s presesavanjem ter dobro posušili na zraku.  
Rezultati:  
Izgled:  prašek bež barve; Izkoristek: 68 %; Rf: 0,62 (Mf: kloroform/metanol = 9/1, orositveni 
reagent: ninhidrin); Ttališča: 83-86 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 5.60 (s, 2H, 
NH₂ ); 6.83 (d, 1H, J=11.4 Hz, 2H-Ar); 7.23-7.30 (m, 2H, 2H-Ar); 7.40 (s, 1H, H-Ar); 8.05 (d, 
2H, J=8.26 Hz, 2H-Ar); 8.38 (d, 2H, J=8.1 Hz, 2H-Ar); IR (cm⁻ ¹): 1567, 1463, 1360, 1318, 
1168, 1124, 1111, 1083, 1063, 1017, 875, 852, 799, 760, 737, 701, 682, 591, 573; MS (ESI): 
306,0 [M+H]⁺; Mr (izračunana)= 305,2602; HR-MS: 306,0844 (izračunano: 306,0849); 
Elementna sestava: C15H11ON3F3; HPLC: čistost spojine 96,48 % pri 254 nm (tR=5,540 min) 
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
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4.6 Sinteza N-(3-(N´-((3-(trifluorometil)benzoil)oksi)karba 
mimidoil)fenil) acetamida (6) 
Reakcija 
 
                      2                                                                                   6 
Postopek 
V brezvodnem diklorometanu (170 mL) raztopimo spojino 2 (1,082 g; 5,6 mmol). Pustimo 
mešati 30 minut in po tem času dodamo še 30 mL brezvodnega diklorometana, da se vsa spojina 
raztopi. Po 1 uri mešanja reakcijsko zmes ohladimo na 0 °C (na mrazotvorni zmesi). Nato 
dodamo trietilamin (0,91 mL; 6,53 mmol) in 3-(trifluorometil)benzoil klorid (1 mL; 6,53 
mmol), ki ga počasi, enakomerno dokapavamo v reakcijsko zmes. Reakcijo pustimo čez noč in 
jo naslednji dan zaključimo. Po 24 urah dolijemo 70 mL diklorometana in reakcijsko zmes 
prelijemo v lij ločnik. Organsko fazo speremo s prečiščeno vodo (3 x 100 mL) ter z nasičeno 
vodno raztopino natrijevega klorida (80 mL). Diklorometan uparimo na rotavaporju. Suhi 
produkt, ki ga dobimo, raztopimo v mešanici kloroforma in metanola, da dobimo bistro 
raztopino, nato pa ga izoborimo z dodatkom prebitka metanola. Dobljeno oborino odfiltriramo 
s presesavanjem in jo posušimo.  
Rezultati:  
Izgled: beli kristali; Izkoristek: 72 %; Rf: 0,4 (Mf: kloroform/metanol = 9/1); Ttališča: >340 
°C;  ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 2.07 (s, 3H, CH₃ CO); 7.11 (s, 2H, NH₂ ); 
7.42 (d, 2H, J=18.08 Hz, 2H-Ar); 7.79-7.84 (m, 2H, H-Ar); 7.95 (s, 1H, H-Ar); 8.05-8.07 (d, 
2H, J= 9.23 Hz, 2H-Ar); 8.45 (s, 1H, H-Ar); 8.50 (d, 2H, J=7.84 Hz, H-Ar); 10.17 (s, 1H, NH);               
IR (cm⁻ ¹): 3663, 3466, 3084, 1731, 1677, 1628, 1600, 1580, 1562, 1445, 1336, 1296, 1242, 
1163, 1125, 1072, 911, 882, 803, 748, 718, 693, 648, 609; MS (ESI): 366,1 [M+H]⁺;                   
Mr (izračunana)= 365,3122; HR-MS: 366,1058 (izračunano: 366,1062); Elementna sestava: 
C17H15O3N3F3 
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
  35 
 
4.7 Sinteza N-(3-(5-(3-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-
il)fenil) acetamida (7) 
Reakcija 
                                                                                              
                          6                                                                                         7 
Postopek 
V brezvodnem toluenu (110 mL) raztopimo spojino 6 (1,301 g; 3,56 mmol). Reakcijsko zmes 
segrevamo pri konstantnem mešanju pri temperaturi vrenja in reakcijo spremljamo s 
kromatografijo TLC. Po sedmih dneh reakcijo zaključimo. Reakcijsko zmes prefiltriramo s 
presesavanjem, oborino speremo s toluenom in posušimo.  
Rezultati:  
Izgled: beli kristali; Izkoristek: 88 %; Rf:  0,47 (Mf: kloroform/metanol = 9/1); Ttališča: 165-
170 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 2.09 (s, 3H, CH₃ CO); 7.53 (t, 1H, J=7.96 
Hz, H-Ar); 7.78 (d, 1H, J=8.03, H-Ar); 7.83 (d, 1H, J=9.11 Hz, H-Ar); 7.94 (t, 1H, J=7.88 Hz, 
H-Ar); 8.14 (d, 1H, J=8.58 Hz, H-Ar); 8.43 (s, 1H, H-Ar); 8.49 (d, 2H, J=7.87 Hz, 2H-Ar); 
10.28 (s, 1H, NH); IR (cm⁻ ¹): 3304, 1656, 1596, 1547, 1511, 1465, 1441, 1348, 1331, 
1317,1287, 1271, 1160, 1116, 1100, 1072, 1020, 910, 883, 803, 757, 710, 694, 532; MS (ESI): 
345,9 [M-H]⁻; Mr (izračunana)= 347,2972; HR-MS: 348,0954 (izračunano: 348,0954); 
Elementna sestava: C17H13O2N3F3; HPLC: čistost spojine 98,48 % pri 254 nm (tR=6,843 min) 
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
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4.8 Sinteza 3-(5-(3-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-
il)anilina (8) 
Reakcija 
 
                     7                                                                      8 
Postopek 
V bučko z okroglim dnom natehtamo spojino 7 (364 mg; 1,05 mmol), dodamo 5 M HCl 
(1,1 mL; 5,75 mmol) in tetrahidrofuran (12 mL). Vklopimo magnetno mešalo in segrevano na 
oljni kopeli pri temperaturi vrelišča 24 ur (84 °C). Po končani reakciji tetrahidrofuran uparimo. 
Vsebini v bučki dodamo 30 mL destilirane vode in vsebino naalkalimo z 10M NaOH do pH=10. 
Bazično vodno fazo prenesemo v lij ločnik in ekstrahiramo z etilacetatom (200 mL). Organsko 
fazo speremo najprej z destilirano vodo (2 x 40 mL) in z nasičeno vodno raztopino NaCl 
(40 mL), nato jo sušimo nad Na₂ SO₄  30 minut. Sušilno sredstvo odfiltriramo, organsko topilo 
pa uparimo na rotavaporju. Ker je nastala oborina še vsebovala ostanke tetrahidrofurana, smo 
jo zdrobili v terilnici, prelili z vodo in filtrirali s presesavanjem ter dobro posušili na zraku. 
Rezultati:  
Izgled: svetlo rjavi kristali; Izkoristek: 65 %; Rf: 0,64 (Mf: kloroform/metanol = 9/1, 
orositveni reagent: ninhidrin); Ttališča: 85-87 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 
5.45 (s, 2H, NH₂ ); 6.79 (d, 1H, J= 11.43 Hz, H-Ar); 7.21-7.29 (m, 2H, 2H-Ar); 7.38 (s, 1H, 
H-Ar); 7.93 (t, 1H, J= 7.87 Hz, H-Ar); 8.13 (d, 1H, J= 7.91 Hz, H-Ar); 8.41 (s, 1H, H-Ar); 8.47 
(d, 1H, J= 7.85 Hz, H-Ar); IR (cm⁻ ¹): 3584, 3330, 1626, 1566, 1461, 1362, 1326, 1301, 1258, 
1236, 1168, 1127, 1098, 1070, 910, 875, 814, 754, 726, 711, 687, 648, 613, 571, 540; MS 
(ESI): 306,2 [M+H]⁺; Mr (izračunana)= 305,2602; HR-MS: 306,0843 (izračunano: 
306,0843); Elementna sestava: C15H11ON3F3; HPLC: čistost spojine 93,24 % pri 254 nm 
(tR=5,517 min) 
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
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4.9 Sinteza metil 3-(((((3-acetamidofenil)(amino)metilen) 
amino)oksi)karbonil) benzoata (9) 
Reakcija 
     
                2                                                                                       9 
Postopek 
V brezvodnem diklorometanu (75 mL) raztopimo spojino 2 (500 mg; 2,59 mmol) in mešamo 
15 minut, da se vsa spojina raztopi. Reakcijsko zmes ohladimo na 0 °C (na mrazotvorni zmesi). 
V nadaljevanju dodamo trietilamin (0,44 mL; 3,1 mmol) ter nato še po kapljicah dokapavamo 
metil 3-(klorokarbonil) benzoat (0,49 mL; 3,1 mmol). Reakcijo zaključimo po 4 urah. Dodamo 
40 mL diklorometana ter reakcijsko zmes prelijemo v lij ločnik. Organsko fazo najprej speremo 
z destilirano vodo (3 x 50 mL) in nato še z nasičeno vodno raztopino natrijevega klorida 
(40 mL). Diklorometan uparimo na rotavaporju. Oborino čistimo s kolonsko kromatografijo 
(Mf: diklorometan/metanol =15/1). 
Rezultati:  
Izgled: bel prašek; Izkoristek: 58 %; Rf: 0,33 (Mf: diklorometan/metanol = 15/1); Ttališča: 135-
140 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): ): δ [ppm] = 2.07 (s, 3H, CH₃ CONH); 7.05 (s, 2H, 
NH₂ ); 7.40 (s, 2H, 2H-Ar); 7.66-7.75 (m, 2H, 2H-Ar); 7.85-7.96 (m, 2H, 2H-Ar); 8.18-8.26 
(m, 3H, CH₃ COO); 8.54-8.60 (m, 2H, 2H-Ar); 8.63 (s, 1H, 1H-Ar); 10.14 (s, 1H, NH); IR 
(cm⁻ ¹): 3572, 3471, 3319, 1732, 1711, 1680, 1631, 1578, 1446, 1300, 1270, 1232, 1192, 1129, 
1089, 1072, 977, 890, 821, 725, 652, 540; MS (ESI): 356,1 [M+H]⁺; Mr (izračunana)= 
355,3500; HR-MS: 356,1236 (izračunano: 356,1241); Elementna sestava: C18H18O5N3 
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
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4.10 Sinteza metil 3-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-
il)benzoata (10) 
Reakcija 
              9                                                                                     10 
Postopek 
V brezvodnem toluenu (40 mL) raztopimo spojino 9 (476 mg; 1,34 mmol). Reakcijsko zmes 
segrevamo pri konstantnem mešanju pri temperaturi vrenja (129 °C) in reakcijo spremljamo s 
kromatografijo TLC. Po štirih dneh reakcijo zaključimo. Toluen uparimo na rotavaporju.  
Rezultati:  
Izgled: oranžno-rjav prašek; Izkoristek: 71 %; Rf:  0,53 (Mf: kloroform/metanol = 9/1); 
Ttališča: 104-107 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 2.10 (s, 3H, CH₃ CONH); 
3.95 (s, 3H, CH₃ COO); 7.52 (t, 1H, J=7.95 Hz, H-Ar); 7.78 (d, 1H, J=7.85 Hz, H-Ar); 7.86 (t, 
2H, J=7.64 Hz, 2H-Ar); 8.29 (d, 1H, J=9.24 Hz, H-Ar); 8.40 (s, 1H, H-Ar); 8.44 (d, 1H, J=7.98 
Hz, H-Ar); 8.68 (s, 1H, H-Ar); 10.24 (s, 1H, NH); IR (cm⁻ ¹): 3266, 2918, 2850, 1729, 1665, 
1620, 1596, 1568, 1457, 1348, 1309, 1288, 1265, 1244, 1130, 1106, 1001, 959, 891, 802, 737, 
709, 683,537; MS (ESI): 336,1 [M-H]ˉ; Mr (izračunana)= 337,3350; HR-MS: 338,113   
(izračunano: 338,1135); Elementna sestava: C18H16O4N3; HPLC: čistost spojine 98,88 % pri 
254 nm (tR=5,970 min) 
 
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
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4.11 Sinteza metil 3-(3-(3-aminofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) 
benzoata (11) 
Reakcija 
 
 10                                                                             11 
Postopek 
V bučko z okroglim dnom natehtamo spojino 10 (406 mg; 1,204 mmol), dodamo 5 M HCl 
(1,2 mL; 6 mmol) in tetrahidrofuran (10,4 mL). Vklopimo magnetno mešalo in segrevano na 
oljni kopeli pri temperaturi vrelišča 24 ur. Po končani reakciji topilo tetrahidrofuran uparimo. 
Vsebini v bučki dodamo 20 mL destilirane vode in vsebino naalkalimo z 10 M NaOH do 
pH=10. Bazično vodno fazo prenesemo v lij ločnik in ekstrahiramo z etilacetatom (200 mL). 
Organsko fazo speremo najprej z destilirano vodo (2 x 40 mL) in z nasičeno vodno raztopino 
NaCl (40 mL), nato jo sušimo nad Na2SO4 30 minut. Sušilno sredstvo odfiltriramo, organsko 
topilo pa uparimo na rotavaporju. Ker je nastala oborina še vsebovala ostanke tetrahidrofurana, 
smo jo zdrobili v terilnici, prelili z vodo in filtrirali s presesavanjem ter dobro posušili na zraku.  
Rezultati: 
Izgled: rjav prašek; Izkoristek: 71 %; Rf: 0,65 (Mf: kloroform/metanol = 9/1); Ttališča: 44-
47 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 3.95 (s, 3H, CH₃ COO); 5.48 (s, 2H, 
NH₂ ); 6.78 (d, 1H, J=9.19 Hz, H-Ar); 7.20-7.29 (m, 1H, H-Ar); 7.37 (s, 1H, H-Ar); 7.84 (t, 
2H, J= 7.84 Hz, H-Ar); 8.28 (d, 1H, J= 0.57 Hz, H-Ar); 8.43 (s, 1H, H-Ar); 8.68 (s, 1H, H-Ar);               
IR (cm⁻ ¹): 2918,5; 1725,9; 1614,8; 1596,0; 1562,7; 1463,5; 1433,6; 1358,5; 1299,2; 1247,7; 
1136,4; 1102,7; 1085,4; 957,2, 876,0; 796,1; 709,4; 681,3; 573,6; 532,1; MS (ESI): 296,1 
[M+H]⁺; Mr (izračunana)= 295,2980; HR-MS: 296,1028 (izračunano: 296,1030); Elementna 
sestava: C16H14O3N3; HPLC: čistost spojine 88,47 % pri 254 nm (tR=4,650 min) 
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4.12 Sinteza N-(3-(N'-((3-fluoro-5-(trifluorometil)oksi) 
karbamimidoil)fenil) acetamida (12) 
Reakcija 
   
       2                                                                                                     12 
Postopek 
V bučki pripravimo raztopino 3-fluoro-5-(trifluorometil) benzojske kisline (1,3 g; 6,1 mmol) v 
brezvodnem diklorometanu (80 mL). Bučko potopimo v mrazotvorno zmes, da se temperatura 
raztopine uravna na -10 °C. Med mešanjem najprej v raztopino dodamo trietilamin (0,85 mL; 
6,1 mmol) in počakamo 5-10 minut. Med tem časom, ko dodajamo reagente, vzdržujemo 
temperaturo reakcijske zmesi na -10 °C. Zatem po kapljicah dodamo brezvodni etilkloroformat 
(0,59 mL; 6,21 mmol) in počakamo 10-15 minut. Zmesi dodamo spojino 2 (1,193 g; 6,21 
mmol), ki jo pred tem raztopimo v (180 mL) brezvodnega diklorometana. Takoj po dodatku 
vseh reagentov začnemo postopoma dvigovati temperaturo. Reakcijsko zmes pustimo mešati 
pri sobni temperaturi in spremljamo potek reakcije s tankoplastno kromatografijo. Po 23 urah 
reakcijo zaključimo. Reakcijsko zmes prenesemo v lij ločnik in jo spiramo z 1 M HCl (3 x 40 
mL) in z vodo (3 x 50 mL). Organsko fazo uparimo na rotavaporju.  
Rezultati:  
Izgled: bel prašek; Izkoristek: 66 %; Rf: 0,39 (Mf: kloroform/metanol=9/1); Ttališča: 100-104 °C; 
¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 2.07 (s, 3H, CH₃ CO); 7.17 (s, 2H, NH₂ ); 7.40-
7.44 (m, 2H, 2H-Ar); 7.80 (d, 2H, J=11.27 Hz, 2H-Ar); 7.93 (s, 1H, H-Ar); 8.06 (d, 2H, J=7.94 
Hz, 2H-Ar); 8.27 (s, 1H, H-Ar); 8.41 (d, 2H, J=7.78 Hz, 2H-Ar); 10.15 (s, 1H, NH); IR (cm⁻ ¹): 
3478, 3296, 3092, 1731, 1680, 1629, 1601, 1573, 1544, 1440, 1357, 1254, 1238, 1193, 1164, 
1132, 1106, 881, 760, 691,639, 595, 538; MS (ESI): 381,8 [M-H]⁻; Mr (izračunana)=            
383, 3026; HR-MS: 348,0961(izračunano: 348,0966); Elementna sestava: C17H15O3N3F4 
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4.13 Sinteza N-(3-(5-(3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-
oksadiazol-3-il)fenil) acetamida (13) 
Reakcija 
 
                     12                                                                           13 
Postopek 
V brezvodnem toluenu (100 mL) raztopimo spojino 12 (1,355 g; 3,53 mmol). Reakcijsko zmes 
segrevamo pri konstantnem mešanju pri temperaturi vrenja (129 °C) in reakcijo spremljamo s 
kromatografijo TLC. Po petih dneh reakcijo zaključimo in na rotavaporju uparimo topilo.  
Rezultati:  
Izgled:  oranžen prašek; Izkoristek: 78 %; Rf: 0,51 (Mf: kloroform/metanol = 9/1); Ttališča: 
102-106 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 2.07 (s, 3H, CH₃ CO); 7.52 (t, 1H, 
J= 7.94 Hz, H-Ar); 7.78 (d, 1H, J=6.72 Hz, H-Ar); 7.83 (d, 1H, J=9.17 Hz, H-Ar); 8.16 (d, 1H, 
J=8.32 Hz, H-Ar); 8.72 (s, 1H, H-Ar); 8.32 (d, 1H, J=8.44 Hz, H-Ar); 8.40 (s, 1H, H-Ar);           
IR (cm⁻ ¹): 1659,1; 1600,4; 1573,3; 1468,0; 1433,8; 1362,4; 1327,0; 1280,0; 1266,6; 1242,3; 
1170,2; 1133,9; 1082,4; 924,4; 885,8; 795,9; 757,6; 702,9; 692,6; 540,1; MS (ESI): 364,0      
[M-H]⁻ ; Mr (izračunana)= 365,2876; HR-MS: 366,0858 (izračunano: 366,0862); Elementna 
sestava: C17H12O2N3F4; HPLC: čistost spojine 94,52 % pri 254 nm (tR=6,983 min) 
Santina Jazbinšek  Magistrska naloga 
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4.14 Sinteza 3-(5-(3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-
oksadiazol-3-il)anilina (14) 
Reakcija 
 
                  13                                                                           14 
Postopek 
V bučko z okroglim dnom natehtamo spojino 13 (347 mg; 0,95 mmol), dodamo 5 M HCl 
(1,1 mL; 5,75 mmol) in tetrahidrofuran (11 mL). Vklopimo magnetno mešalo in segrevamo na 
oljni kopeli pri temperaturi vrelišča 24 ur (70 °C). Po končani reakciji topilo uparimo. Vsebini 
v bučki dodamo 30 mL destilirane vode in vsebino naalkalimo z 10 M NaOH do pH=10. 
Bazično vodno fazo prenesemo v lij ločnik in ekstrahiramo z etil acetatom (200 mL). Organsko 
fazo speremo najprej z destilirano vodo (2 x 40 mL) in z nasičeno vodno raztopino NaCl 
(40 mL), nato jo sušimo nad Na₂ SO₄  30 minut. Sušilno sredstvo odfiltriramo, organsko topilo 
pa uparimo na rotavaporju. Ker je nastala oborina še vsebovala ostanke tetrahidrofurana, smo 
jo zdrobili v terilnici, prelili z vodo in filtrirali s presesavanjem ter dobro posušili na zraku. 
Rezultati:  
Izgled: rjav prašek; Izkoristek: 63 %; Rf: 0,67 (Mf: kloroform/metanol = 9/1, orositveni 
reagent: ninhidrin); Ttališča: 56-60 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 5.53 (s, 2H, 
NH₂ ); 6.79 (d, 1H, J=9.24 Hz, H-Ar); 7.20-7.27 (m, 2H, 2H-Ar); 7.36 (s, 1H, H-Ar); 8.16 (d, 
1H, J=8.58 Hz, H-Ar); 8.27 (s, 1H, H-Ar); 8.32 (d, 1H, J=8.55 Hz, H-Ar); IR (cm⁻ ¹): 3357, 
3221, 1597, 1573, 1464, 1434, 1369, 1337, 1280, 1264, 1204, 1176, 1129, 1099, 1084, 1008, 
922, 887, 795, 816, 757, 689, 577, 535, 519; MS (ESI): 324,2 [M+H]⁺; Mr (izračunana)= 
323,2506; HR-MS: 324,0751 (izračunano: 324,0755); Elementna sestava: C15H10ON3F4;        
HPLC: čistost spojine 82,13 % pri 254 nm (tR=5,703 min) 
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4.15 Sinteza N-(3-(N´-((4-nitrobenzoil)oksi)karbamimidoil) fenil) 
acetamida  (15) 
Reakcija 
 
           2                                                                                        15 
Postopek 
V (100 mL) brezvodnega diklorometana raztopimo spojino 2 (634 mg; 3,28 mmol). Mešamo 
15 minut, da se vsa spojina raztopi. Zmes v bučki nato ohladimo na 0 °C na mrazotvorni zmesi. 
Ko je zmes ohlajena, dodamo trietilamin (4 mmol; 0,56 mL) in 4-nitrobenzoil klorid (0,757 g; 
4 mmol), ki ga počasi dodajamo v reakcijsko zmes. Reakcijo pustimo pri konstantnem mešanju 
in jo spremljamo s kromatografijo TLC. Po 4 urah reakcijo zaključimo in dodamo 50 mL 
diklorometana. Reakcijsko zmes prelijemo v lij ločnik. Organsko fazo speremo z destilirano 
vodo (3 x 100 mL) in z nasičeno vodno raztopino NaCl (100 mL). Topilo diklorometan iz 
organske faze uparimo na rotavaporju.  
Rezultati: 
Izgled: belo-rumenkast prašek; Izkoristek: 88 %; Rf: 0,35 (Mf: kloroform/metanol = 9/1); 
Ttališča: 74-79 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 2.08 (s, 3H, CH₃ CO); 7.12 (s, 
2H, NH₂ ); 7.40 (d, 1H, J=5.11 Hz, H-Ar); 7.98 (s, 1H, H-Ar); 8.35 (d, 2H, J=9.01 Hz, 2H-Ar); 
8.46 (d, 2H, J= 9.03 Hz, 2H-Ar); 10.30 (s, 1H, NH); IR (cm⁻ ¹): 3471,0; 3267,7; 1722,4; 
1672,7; 1634,0; 1605,4; 1585,5; 1550,7; 1523,7; 1444,6; 1401,6; 1349,7; 1324,6; 1272,1; 
1093,5; 1015,3; 915,9; 873,3; 858,5; 800,5; 779,2; 710,1; 641,6; 610,3; 533,2; 510,3; MS 
(ESI): 341,0 [M-H]ˉ; Mr (izračunana)= 342,3110; HR-MS: 343,1033 (izračunano: 
343,1037); Elementna sestava: C16H15O5N4 
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4.16 Sinteza N-(3-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il) 
fenil)acetamida (16) 
Reakcija 
 
              15                                                                             16 
Postopek 
V brezvodnem toluenu (230 mL) raztopimo spojino 15. Reakcijsko zmes segrevamo pri T 
vrelišča (134 °C) in jo spremljamo s kromatografijo TLC. Po petih dneh reakcijo zaključimo in 
toluen uparimo na rotavaporju. Oborino dodatno čistimo s kolonsko kromatografijo (Mf = 
klorofom:metanol = 15/1). 
Rezultati: 
Izgled: rumen prah; Izkoristek: 24 %; Rf:  0,57 (Mf: kloroform/metanol = 9/1); Ttališča: 53,3-
55,1 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 2.61 (s, 3H, CH₃ CO); 7.54 (t, 1H, 
J=7.80 Hz, H-Ar); 7.77-7.89 (m, 2H, 2H-Ar); 8.43-8.52 (m, 5H, 5H-Ar); 10.25 (s, 1H, CONH);             
IR (cm⁻ ¹): 3572,4; 1668,2; 1597,7; 1561,9; 1518,4; 1462,0; 1443,4; 1401,3; 1376,1; 1336,4; 
1295,2; 1225,5; 1108,3; 1015,2; 854,4; 807,6; 771,2; 739, 7; 707,7; 684,5; 663,1; 613,8; 537,9; 
MS (ESI): 325,1 [M+H]⁺; Mr (izračunana)= 324,2960; HR-MS: 325,0930 (izračunano: 
325,0931); Elementna sestava: C16H13O4N4; HPLC: čistost spojine 97,76 % pri 254 nm 
(tR=5,970 min) 
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4.17 Sinteza 3-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il) anilina (17) 
Reakcija 
                16                                                                       17 
Postopek 
V bučko z okroglim dnom natehtamo spojino 16 (0,955 mmol; 306 mg), dodamo 5 M HCl 
(1 mL; 5 mmol) in tetrahidrofuran (11mL). Vklopimo magnetno mešalo in segrevamo na oljni 
kopeli pri temperaturi vrenja 25 ur (76 °C). Po končani reakciji tetrahidrofuran uparimo na 
rotavaporju. Vsebini v bučki dolijemo 10-20 mL destilirane vode in jo naalkalimo z  10 M 
NaOH do pH=10. Bazično vodno fazo prelijemo v 250-mL lij ločnik in jo ekstrahiramo z 
etilacetatom (200 mL). Organsko fazo speremo z destilirano vodo (3 x 40 mL) in z nasičeno 
raztopino natrijevega klorida (40 mL) ter jo sušimo nad Na2SO4 30 minut. Sušilno sredstvo nato 
odfiltriramo in organsko topilo uparimo na rotavaporju. Ker je nastala oborina še vsebovala 
ostanke tetrahidrofurana, smo jo zdrobili v terilnici, prelili z vodo in filtrirali s presesavanjem 
ter dobro posušili na zraku. 
Rezultati: 
Izgled: oranžen prašek; Izkoristek: 42 %; Rf:  0,66 (Mf: kloroform/metanol = 9/1); Ttališča: 
40,5 – 42,7 °C; ¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 5.50 (s, 2H, NH2); 6.77-6.81 (m, 
1H, H-Ar); 7.21-7.26 (m, 2H, 2H-Ar); 7.35 (s, 1H, H-Ar); 8.46 (dd, 4H, J1= 9.1 Hz, J2= 13.78 
Hz, 4H-Ar); IR (cm⁻ ¹): 3373,5; 1628,1; 1592,6; 1562,9; 1512,6; 1466,8; 1334,3; 1277,2; 
1107,1; 855,7; 794,0; 768,0; 737, 4; 708,3; 683,3; 573,0; 547,4; 521,1; MS (ESI): 280,9          
[M-H]ˉ; Mr (izračunana)= 282,2590; HR-MS: 283,0822 (izračunano: 283,0826); Elementna 
sestava: C14H11O3N4; HPLC: čistost spojine 75,11 % pri 254 nm (tR=4,620 min) 
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5 Rezultati in razprava  
V magistrski nalogi smo sintetizirali serijo optimiziranih derivatov 3,5-disubstituiranih 1,2,4-
oksadiazolov, za katere smo predvidevali, da bi se lahko vezali na ATP vezavno mesto na 
človeški topo IIα in posledično izkazovali zaviralno delovanje na ta encim. Z uporabo 
računalniškega programa GOLD smo predhodno izvedli molekulsko sidranje in preverili 
smiselnost same sinteze ter se na podlagi rezultatov odločili za sintezo načrtovanih spojin.  
Kot izhodno spojino smo uporabili 3-aminobenzonitril in iz nje sintetizirali spojine 4, 5, 7, 8, 
10, 11, 13, 14, 16 in 17. V nadaljevanju naloge bomo opisali potek vseh sinteznih postopkov, 
ki smo jih izvedli tekom eksperimentalnega dela pri večstopenjski sintezi načrtovanih derivatov 
3,5-disubstituiranega 1,2,4-oksadiazola. Prikazali bomo predvidene mehanizme reakcij, preko 
katerih smo dobili želene produkte, komentirali potek in možnosti optimizacije posameznih 
reakcij ter ovrednotili smiselnost izbire sinteznega postopka. Na koncu bomo izvedli biološko 
ovrednotenje sintetiziranih in kupljenih spojin ter prikazali rezultate molekulskega sidranja, ki 
je omogočilo vpogled v predvideno vezavo spojin na atomskem nivoju. 
5.1 Sinteza acetamida (1) 
Najprej smo iz izhodne spojine 3-aminobenzonitril po že znanem in preizkušenem postopku 
(45) sintetizirali želeni acetamid 1. Izhodna spojina vsebuje prosto amino skupino, ki smo jo 
morali pred naslednjimi stopnjami ustrezno zaščititi, saj izkazuje nukleofilne lastnosti in bi v 
nadaljevanju na tem mestu lahko reagirala in tvorila stranske produkte. Odločili smo se za 
zaščito aminske skupine v obliki acetamida. Uporabili bi lahko tudi drugo obliko zaščitne 
skupine, a ima metoda N-acetiliranja, za katero smo se odločili, določene prednosti, saj 
acetamidna skupina sodeluje v interakcijah z vezavnim mestom na topo IIα, uvajanje in 
odstranjevanje te zaščitne skupine je precej preprosto, pod našimi reakcijskimi pogoji tekom 
sinteze končnih spojin pa ostane stabilna. Uvajanje zaščitne acetilne skupine na prosto amino 
skupino imenujemo N-aciliranje. Reakcijo smo izvedli s pomočjo derivata ocetne kisline, 
acetanhidrida. Amino skupina v izhodni spojini 3-aminobenzonitrila kot nukleofil reagira z 
elektrofilnim karbonilnim ogljikovim atomom v acetanhidridu, pri tem se tvori tetraedrični 
intermediat, odcepi pa se acetatna skupina. Dobimo želeni acetamid 1, kot stranski produkt pa 
nastane še ocetna kislina. Podrobnejši mehanizem reakcije je prikazan na spodnji sliki 14. 
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Slika 14: Mehanizem nastanka acetamida. 
Sinteza spojine 1 je potekala počasneje kot smo predvidevali, vendar je bil končni izkoristek 
zelo visok (98 %). Precej visok izkoristek smo verjetno dosegli s tem, ker smo acetanhidrid res 
zelo počasi dodajali v reakcijsko zmes, ki se je ves čas reakcije dobro mešala. Tekom reakcije 
smo poskušali zagotoviti čim bolj brezvodne pogoje, zato smo uporabili brezvodni metanol, 
bučko smo prepihovali z argonom, obruse pa smo zatesnili. Ocetno kislino, ki je med reakcijo 
nastala kot stranski produkt, smo kasneje pri izolaciji odstranili z uparevanjem na rotavaporju.  
5.2 Sinteza amidoksima (2) 
V nadaljevanju smo po že znanem splošnem postopku (45) iz nitrila in hidroksilamonijevega 
klorida tvorili amidoksim 2. Aminska skupina hidroksilamina se preko nukleofilne adicije veže 
na elektrofilni oglijkov center v ciano skupini na spojini 1, pri tem pa se tvori amidoksim. Kot 
je razvidno iz spodnje slike 15, se amidoksimi lahko nahajajo v dveh tavtomernih oblikah, pri 
čemer je bolj stabilna prva oblika z oznako I.  
 
Slika 15: Mehanizem nastanka amidoksima. 
V reakcijsko zmes smo najprej dodali bazo trietilamin, da smo hidroksilamonijev klorid 
pretvorili v prosto bazo - hidroksilamin, ki je kot nukleofil reagiral z nitrilno skupino. Reakcijo 
smo poskušali izvesti v čim bolj brezvodnih pogojih. Uporabili smo brezvodni etanol, pred 
reakcijo smo trietilamin destilirali, hidroksilamonijev klorid pa smo s pestilom dobro zdrobili 
v terilnici in nato posušili v sušilniku, saj je higroskopen. Za optimalno izvedbo smo vsebino v 
bučki, v kateri smo izvajali reakcijo, ves čas ohranjali pod inertno argonovo atmosfero, obruse 
pa smo dobro zatesnili. Reakcija je potekala  počasi, zato smo po 24 in 48  urah dodali še 30 % 
začetne količine hidroksilamonijevega klorida in trietilamina ter tako omogočili, da je reakcija 
čim bolje potekla. Po 72 urah smo reakcijo ustavili, saj smo glede na rezultate na ploščici TLC 
ocenili, da je izhodna spojina prisotna v zelo majhni količini.  
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Izolacija produkta je bila težavna, saj po uparevanju topila ni nastala oborina, temveč gosta, 
lepljiva snov. Sklepamo, da je do tega prišlo zaradi dodanega prebitka trietilamina in 
hidroksilamonijevega klorida v reakcijski zmesi ter nastale soli trietilamonijevega klorida. 
Produkt smo poskušali izoboriti z dodajanjem dietil etra in vode, prav tako smo bučko 
izmenično hladili na ledeni kopeli in s palčko drgnili po steni bučke, da bi pospešili začetek 
kristalizacije. Oborino, ki je nastala, smo odfiltrirali s presesavanjem, izkoristek reakcije pa je 
zaradi omenjenih težav pri izolaciji posledično nekoliko nižji (okoli 63 %).  
5.3 Sinteza O-aciliranih amidoksimov (3, 6, 9, 12, 15) 
Amidoksime, ki smo jih izolirali v drugi stopnji sinteze, smo nato pretvorili v O-acilirane 
produkte. Za pripravo O-aciliranega produkta imamo na voljo več sinteznih postopkov. Mi smo 
kot acilirno sredstvo pri sintezi derivatov 3, 6, 9 in 15 uporabili več različnih kislinskih kloridov, 
pri sintezi spojine 12 pa smo se odločili za drugačen pristop, in sicer smo namesto kislinskega 
klorida uporabili ustrezen derivat benzojske kisline. Pri sintezi derivatov smo uporabili 4-
(trifluorometil)benzoil klorid, 3-(fluorometil)benzoil klorid, metil 3-(klorokarbonil)benzoat, 4-
(nitrobenzoil) klorid in 3-fluoro-5-(trifluorometil) benzojsko kislino, ki smo jo aktivirali z 
dodatkom etilkloroformata. Mehanizem reakcije O-aciliranja s kislinskimi kloridi je prikazan 
na sliki 16. Poteče reakcija nukleofilne substitucije, kjer ima hidroksilna skupina amidoksima 
vlogo nukleofila in interagira s karbonilno skupino na kislinskem kloridu, izstopi HCl, kot 
produkt pa nastane O-aciliran amidoksim. 
 
Slika 16: Mehanizem nastanka O-aciliranih amidoksimov s kislinskim kloridom. 
Pri sintezi spojin 3, 6, 9 in 15 smo reakcijo izvedli po enakem postopku. Amidoksim smo 
raztopili v brezvodnem diklorometanu in reakcijsko zmes ohladili na 0 °C, s čimer smo želeli 
zagotoviti čim večjo selektivnost nastajanja zgolj O-aciliranega produkta. V amidoksimu 
imamo namreč prisotna dva nukleofila (-NH2 in -OH skupino). Primarno pri sobni temperaturi 
nastaja O-aciliran derivat, z višanjem temperature pa je večja verjetnost nastanka tako N-
aciliranega kot tudi diaciliranega produkta. Po ohlajanju smo ob dodatku trietilamina počasi in 
po kapljicah v reakcijsko zmes dodali še kislinski klorid. Reakcije so okvirno potekale od 2 do 
4 ure, le pri spojini 6 smo reakcijo pustili čez noč in jo zaključili po 24 urah.  
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Nastale produkte smo izolirali z ekstrakcijo z vodo in nasičeno raztopino natrijevega klorida, 
pri vseh derivatih pa je bila izolacija precej zahtevna, saj se je na fazni meji med organsko in 
vodno fazo naredila močna pena, ki je onemogočala preprosto ločbo. Pri sintezi spojin smo bili 
precej uspešni, saj nam je večinoma reakcijo uspelo izvesti dovolj selektivno usmerjeno in smo 
glede na lise na ploščicah TLC dobili le želeni O-aciliran produkt. Pri spojinah 6 in 9 nam to ni 
uspelo in smo na kromatogramu poleg lise želenega produkta opazili še dodatne lise, ki so 
nakazovale na prisotnost N-aciliranega in diaciliranega produkta. Spojino 6 smo uspeli dodatno 
očistiti z izobarjanjem iz mešanice kloroform/metanol, pri čemer se je po dodajanju prebitka 
metanola izoborila želena spojina 6, ki smo jo odfiltrirali s presesavanjem. Pri spojini 9 metoda 
z izobarjanjem ni bila uspešna, zato smo morali izvesti kolonsko kromatografijo z uporabo 
mobilne faze dikorometan:metanol v razmerju 15:1. Izkoristki reakcij so se glede na derivat 
nekoliko razlikovali in so za spojine 3, 6 in 15 znašali med 72-97 %, za spojino 9 pa je izkoristek 
nekoliko nižji (58 %), saj smo jo morali še dodatno čistiti s kolonsko kromatografijo.   
Pri sintezi spojine 12 smo O-aciliranje namesto s kislinskim kloridom izvedli s karboksilno 
kislino, ki smo jo predhodno aktivirali z uporabo etilkloroformata, torej z metodo mešanih 
anhidridov. Podrobnejši shematski prikaz sinteze s karboksilno kislino je prikazan na sliki 17.  
 
Slika 17: Shematski prikaz reakcije s karboksilno kislino. 
Sintezo smo izvajali nekoliko drugače, saj je postopek dodajanja reagentov tu nekoliko 
spremenjen in je reakcija potekala dvostopenjsko. V bučki smo najprej pripravili raztopino 3-
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fluoro-5-(trifluorometil) benzojske kisline v brezvodnem diklorometanu. Bučko smo potopili v 
mrazotvorno zmes in temperaturo uravnali na približno -10 °C. Po kapljicah smo dodali 
destiliran etilkloroformat, ki je kislino aktiviral, nastal je mešan anhidrid, ki je bolj reaktiven 
od kisline. Šele nato smo zmesi dodali raztopljeni amidoksim 2 in postopno začeli dvigati 
temperaturo reakcijske zmesi do sobne temperature. Reakcija je potekala 23 ur, pri izolaciji 
spojine pa smo uporabili ekstrakcijo z 1 M HCl in vodo. Tudi pri tem postopku smo imeli pri 
izolaciji precej težav s peno, ki se je naredila na fazni meji, izkoristek reakcije pa je znašal 
66 %.  
Spojine, ki smo jih sintetizirali v tej stopnji, so se med seboj razlikovale v substituciji fenilnega 
obroča B na meta ali para položaju (Slika 18). Ker smo reakcije za vse derivate izvajali po 
enakih postopkih, lahko na podlagi rezultatov sklepamo, kateri fragmenti ter katera pozicija 
substituenta, meta (X substituent) ali para  (Y substituent), je najbolj ugodna za potek reakcije. 
Potek reakcije smo spremljali s pomočjo tankoplastne kromatografije in ugotovili, da je reakcija 
najhitreje do konca potekla pri spojini 3, najkasneje pa pri spojini 6. Iz neposredne primerjave 
med spojinama 3 in 6 lahko glede na hitrost reakcije sklepamo, da je para položaj ugodnejši in 
tu reakcija hitreje poteka. To je najverjetneje posledica ugodnejših steričnih ali elektronskih 
vplivov substituentov. Tudi izkoristki reakcij so bili pri reakcijah s substituenti na para položaju 
višji.  
 
Slika 18: Prikaz substitucij na O-aciliranih derivatih. 
Če med seboj primerjamo sintezna postopka za tvorbo O-aciliranega produkta, lahko 
povzamemo, da je reakcija s kislinskim kloridom precej hitrejša, saj so vse reakcije z izjemo za 
spojino 6 potekle v precej krajšem času kot pa reakcija s karboksilno kislino. Tudi končni 
izkoristek je bil v povprečju v postopku s kloridom višji (72-97 %), s kislino pa okrog 66 %. 
Odstopa izkoristek pri sintezi spojine 9 (58 %), kar je posledica dodatnega čiščenja spojine ter 
nekoliko slabše ločbe pri kolonski kromatografiji. Reakcijske pogoje smo optimizirali in 
zagotovili brezvodne pogoje z uporabo brezvodnega diklorometana, brezvodnega 
etilkloroformata, v bučki z reakcijsko zmesjo pa smo med reakcijo vzdrževali inertno argonovo 
atmosfero. Za še boljše izkoristke reakcij bi morali temperaturo reakcijske zmesi na začetku še 
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bolj znižati ter upočasniti dodajanje kislinskega klorida in s tem preprečiti nastajanje stranskih 
produktov, kot sta N- in diaciliran produkt.  
5.4 Sinteza 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov (4, 7, 10, 13, 
16)  
V literaturi lahko za sintezo 1,2,4-oksadiazolnih obročev najdemo več različnih sinteznih 
postopkov. Uporabimo lahko 1,3-dipolarno cikloadicijo nitrilov z nitril oksidi, oksidacijo 
aldoksimov in N-substituiranih aldoksimov ter kondenzacijo amidoksimov s karboksilnimi 
kislinami in njihovimi derivati (46). Mi smo se odločili za postopek termično aktivirane 
ciklizacije O-aciliranih amidoksimov, ki smo jih sintetizirali in izolirali v prejšnji stopnji. Kot 
je prikazano na sliki 19 gre za intramolekularno kondenzacijo, kjer najprej poteče nukleofilna 
adicija aminske skupine na karbonilni atom v acilni skupini, sledi pa ji izstop molekule vode. 
Gre za zelo preprost postopek, kjer smo posamezne derivate raztopili v brezvodnem toluenu in 
segrevali na oljni kopeli pri temperaturi vrenja (pribl. 110-130 °C), bučko pa smo ves čas 
ohranjali pod inertno argonovo atmosfero.  
 
Slika 19: Mehanizem nastanka 3,5 disubstituiranega 1,2,4-oksadiazola. 
Reakcija ciklizacije je potekala več dni, najhitreje je potekla pri spojini 10 (4 dni), najdlje pa je 
potekala pri spojini 4 (8 dni). Potek reakcije smo kot v prejšnjih stopnjah spremljali s 
tankoplastno kromatografijo, na podlagi katere smo določili, kdaj je reakcija potekla do konca. 
Sinteza 1,2,4-oksadiazolnih derivatov je bila precej uspešna, saj so bili sintetizirani produkti 
večinoma dovolj čisti, dodatno čiščenje s kolonsko kromatografijo je bilo potrebno le pri spojini 
16. Izkoristki posameznih reakcij so se med seboj nekoliko razlikovali, pri spojinah 4, 7, 10, in 
13 so izkoristki znašali med 71 % in 88 %, najnižji izkoristek reakcije pa smo določili pri spojini 
16, le 24 %, kar je najverjetneje posledica dodatnega čiščenja s kolonsko kromatografijo, saj je 
bilo ločevanje spojine 16 in izhodne komponente na koloni precej slabo ter njene slabe topnosti 
v mobilni fazi. Kljub spreminjanju in preverjanju topnosti spojine v različnih mobilnih fazah, 
spojina 16  žal v nobeni ni bila posebej dobro topna. Tudi v izbrani mobilni fazi je bila še vedno 
precej slabo topna, zato smo precej spojine izgubili tudi pri prenosu na kolono, saj se je spojina 
oprijela sten bučke.  
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5.5 Hidroliza amidne vezi (5, 8, 11, 14, 17)  
Sintezo načrtovanih derivatov smo zaključili s hidrolizo amidov in izolacijo končnih derivatov 
v obliki prostih aminov 5, 8, 11, 14 in 17. Uporabili smo kislinsko katalizirano hidrolizo amidne 
vezi, kjer gre za preprosto nukleofilno substitucijo. Odločili smo se za izvedbo s 5 M HCl v 
THF, za naalkaljenje pa smo uporabili 10 M NaOH. Ob dodatku kisline pride sprva do 
protoniranja karbonilnega kisika, nastane konjugirana kislina. V nadaljevanju voda kot 
nukleofil reagira z elektrofilnim mestom v amidu in pri tem tvori tetraedrični protoniran 
intermediat. Proton, ki se odcepi z intermediata, omogoči protoniranje dušikovega atoma. V 
nadaljevanju amin izstopi in reagira s protonom, ki je nastal, kar omogoči regeneracijo 
karbonilne skupine. Podrobnejši mehanizem kisle hidrolize amida je prikazan na sliki 20. 
 
Slika 20: Mehanizem kisle hidrolize amida (prirejeno po (47)). 
V reakcijsko zmes smo najprej počasi dodali kislino, reakcijo smo pustili na oljni kopeli pri 
temperaturi vrelišča za približno 24 ur. Pri tem smo dobili prosto ocetno kislino in ioniziran 
amin, ki smo ga z naalkaljenjem pretvorili nazaj v neionizirano obliko. Le-to smo na koncu še 
izolirali z ekstrakcijo z etilacetatom.  
Reakcija hidrolize je pri vseh načrtovanih derivatih potekala približno enako dolgo in smo jo 
zaključili po 24 urah oziroma po 25 urah pri spojini 17. Pri sintetiziranih spojinah so bili kot 
nečistota prisotni ostanki topila THF. Te smo uspešno odstranili tako, da smo oborino dobro 
zmleli v terilnici, prelili z vodo in odfiltrirali s presesavanjem. Tudi tu so se izkoristki med 
posameznimi spojinami  razlikovali v rangu 10 %. Za spojine 5, 8, 11 in 14 so izkoristki znašali 
med 63 % in 71 %. Najvišji izkoristek je bil pri spojini 11, najnižji pa pri spojini 17, kjer je 
znašal le 42 %.  
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5.6 Rezultati biološkega testiranja 
Z uporabo in vitro testa topo IIα relaksacijske aktivnosti smo sintetiziranim ter kupljenim 
spojinam preverili sposobnost zaviranja encimske aktivnosti človeške topo IIα. Test je 
podrobneje opisan v poglavju 3.2.6. S pomočjo tega testa smo preiskovali, ali testirana spojina 
vpliva na proces razvijanja superzvitega plazmida, ki ga katalizira encim topo IIα. Kot pozitivno 
kontrolo smo uporabili etopozid, ki je znan zaviralec človeške topo IIα in se že dlje časa redno 
uporablja v terapiji rakavih obolenj. Eksperimentalno smo mu določili zaviralno vrednost IC50 
41,7 μM, v literaturi pa zanj najdemo primerljivo vrednost IC50 60,3 μM (48). 
V spodnji preglednici IV so prikazani rezultati in vitro encimskega testa za serijo optimiziranih 
analogov 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov, ki smo jih sintetizirali v sklopu naloge. Iz 
rezultatov je razvidno, da smo zaviralno aktivnost uspeli pridobiti pri spojinah 4, 7, 10 in 13. V 
primerjavi s standardom etopozidom, ki smo mu določili  vrednost IC50 41,7 μM, je zaviranje 
encima sicer nekoliko manjše, a zadosti primerljivo, da lahko aktivne spojine obravnavamo kot 
potencialne zaviralce topo IIα na nivoju novih zadetkov (ang. hit compounds). Pri vseh ostalih 
spojinah zaviralnega delovanja žal nismo opazili oziroma so bile vse izmerjene vrednosti IC50 
večje kot 1000 μM.  
Kot je opisano in prikazano že v namenu dela (Slika 7), smo se na podlagi ugodnih rezultatov 
študij molekulskega sidranja odločili za različne fluorove substituente, s katerimi so v 
predhodnih raziskavah najbolj izboljšali aktivnost spojin iz razreda triazinonov. Poleg 
substituentov s fluorovimi atomi smo se odločili preveriti tudi vpliv nitro skupine, predvsem 
zaradi cenovne dostopnosti reagenta in enostavnosti sintezne reakcije. Naša izhodna hipoteza 
je  bila, da lahko z uvedbo fluorovih substituentov neaktivne derivate spremenimo v spojine z 
zaviralnim delovanjem. Na podlagi rezultatov encimskega testa lahko to hipotezo potrdimo, saj 
so se spojine z različnimi fluorovimi substituenti izkazale kot aktivne, čeprav z uvedbo teh 
substituentov zaviralne aktivnosti encima topo IIα žal nismo uspeli izboljšati. Nitro skupina 
očitno z vezavnim mestom ne tvori ugodnih interakcij, saj z njo nismo uspeli pridobiti 
zaviralnega delovanja. Ugotovili smo tudi, da prosta amino skupina na obročnem mestu R1 
(Slika 7) ne izboljša zaviralne aktivnosti spojin, temveč so prosti aminski derivati celo 
neaktivni. 
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Preglednica IV: Rezultati biološkega testiranja zaviranja topo IIα za optimizirane spojine iz 
kemijskega razreda 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov in njihove izračunane fizikalno-
kemijske lastnosti. 
Št. 
spojine 
Oznaka 
spojine 
 
Kemijska formula spojine 
 
Mr 
 
LogP 
 
IC50 
 [μM] 
 
tPSA 
[Å²] 
 
 
etopozid 
 
 
588,56 
 
1,12 
41,7 160,83 
4 SSJ4 
 
347,30 4,21 284,2 63,05 
 
5 
 
SSJ5 
 
305,26 4,5 
ni 
inhibicije 
59,97 
7 SSJ7 
 
347,30 4,21 657,4 63,05 
8 SSJ8 
 
305,26 4,5 
ni 
inhibicije 
59,97 
 
10 
 
SSJ10 
 
337,34 3,11 
 
    145,5 
140,2* 
 
89,35 
11 SSJ15 
 
295,30 3,4 
ni 
inhibicije 
86,27 
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13 SSJ12 
 
365,29 4,37 523,9 63,05 
14 SSJ13 
 
323,25 4,65 
ni 
inhibicije 
59,97 
16 SSJ20 
 
342,30     / 
ni 
inhibicije 
114,86 
17 SSJ21 
 
282,26     / 
ni 
inhibicije 
111,78 
* Vrednost IC50 140,2 μM je navedena kot referenčna vrednost, ki je bila izmerjena pri prvotni sintezi te spojine 
v sklopu magistrske naloge Sare Bavcon (11).   
Spojine 4, 7, 10 in 13, ki so izkazovale nizko zaviralno delovanje na encim topo IIα, so vse v 
obliki amidov, medtem ko je pri vseh njihovih hidroliziranih derivatih prišlo do izgube 
zaviralne aktivnosti. Najboljše rezultate smo dobili pri spojini 10, ki smo jo ponovno 
sintetizirali in izmerili vrednost IC50 145,5 μM. Ta vrednost je primerljiva z vrednostjo IC50, 
izmerjeno pri prvem testiranju te spojine- 140,2 μM (11) v sklopu magistrske naloge Sare 
Bavcon. Prav zaradi tega dobrega rezultata je postala predmet nadaljnje optimizacije (11). 
Spojino smo ponovno sintetizirali, saj smo jo zaradi poznanega dejstva, da deluje kot zaviralec 
topo IIα želeli uporabiti za nadaljnjo študijo mehanizma delovanja in določiti, ali deluje kot 
topoizomerazni strup ali katalitični zaviralec, ker tega podatka še nismo imeli.  
Izmed novo sintetiziranih spojin s fluorovimi substituenti pa se je najbolje izkazala spojina 4, 
ki ima na mestu R2 vezan (4-trifluorometil)fenilni fragment. Če med seboj primerjamo spojini 
4 in 7 (na mestu R2 vezan (3-trifluorometil)fenilni fragment), lahko povzamemo, da je para 
substitucija ugodnejša za tvorbo interakcij v sladkornem ter fosfatnem delu vezavnega mesta 
za ATP. Dvojna meta-meta substitucija (substituenta - F in - CF3) pri spojini 13 kaže na manj 
ugodno tvorbo interakcij v primerjavi s para substituiranim derivatom, vendar pa lahko glede 
na primerjavo z IC50 vrednostjo spojine 7 potrdimo, da fluorovi atomi omogočajo šibko 
zaviralno aktivnost. 
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V nadaljevanju smo izvedli biološko testiranje še izbranih komercialno dostopnih regio 
derivatov 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov. Rezultati in vitro testa so prikazani v  
preglednici V. Obetavne rezultate so dale spojine 18, 19 in 20. Pri spojini 18, ki na R2 mestu 
vsebuje sulfonamidno skupino, je le-ta znašala 226,1 μM, pri spojinah 19 in 20, ki imata na R2 
mestu vezano amidno skupino, pa je bila vrednost še nižja (165,9 μM, oziroma 162,7 μM), kar 
je že primerljivo z zaviralno aktivnostjo topoizomeraznega strupa etopozida. 
Spojini 19 in 20 imata izmerjeni zelo podobni vrednosti, zato lahko glede na njuno strukturo 
sklepamo, da ima amidna skupina (amid vezan na fenilni obroč kot substituent R2) lahko 
pomembno vlogo pri vezavi, saj omogoča tvorbo dodatnih vezi v sladkornem ter fosfatnem 
žepu vezavnega mesta za ATP. Pri testiranju sintetiziranih spojin smo opazili, da prosta amino 
skupina nima očitnega vpliva na biološko aktivnost. To smo ponovno opazili tudi pri testiranju 
komercialnih spojin, saj nobena od spojin 23 in 24, ki sta v obliki prostih aminov nista 
izkazovali zaviralnega delovanja.  
Preglednica V: Rezultati biološkega testiranja zaviranja topo IIα na dodatno izbranih 
komercialno dostopnih spojinah ter njihove izračunane fizikalno-kemijske lastnosti.  
Št. 
spojine 
Komerc. 
št. spojine 
 
Kemijska formula spojine 
 
Mr 
 
LogP 
 
IC50 
 [μM] 
 
tPSA 
[Å²] 
 
etopozid 
 
 
 
 
 
 
588,56 
 
 
 
 
1,12 
 
 
 
 
41,7 160,83 
 
18 
 
F819- 
0256 
  
 
426,49 
 
 
3,3 
 
226,1 100,43 
19 
F545- 
2315 
 
390,44 3,4 165,9 83,36 
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20 
F545- 
2484 
 
392,42 2,26 162,7 92,59 
21 
L294- 
1179 
 
452,46 3,85 
ni 
inhibicije 
109,22 
22 
L234- 
1178 
 
389,38 4,98 
ni 
inhibicije 
72,28 
23 
PBMR 
007380  
255,25 / 
ni 
inhibicije 
63,78 
24 
OSSL_ 
330425 
 
297,31 
 
3,32 
ni 
inhibicije 
78,43 
25 
L829- 
0117 
 
376,43 4,79 
ni 
inhibicije 
75,41 
 
Sintetizirane in kupljene spojine so se med seboj razlikovale tako glede na vrsto substituenta 
kot tudi glede na njihov para oz. meta položaj na fenilnem obroču (R2), vezanem na 
oksadiazolni obroč. Pri tem  je potrebno poudariti, da je oksadiazolni obroč kupljenih spojin 
obratno (zrcalno) obrnjen kot pri sintetiziranih spojinah in predstavlja njegov regioizomer. Te 
spojine smo izbrali, saj smo želeli testirati čim širši nabor različnih derivatov 1,2,4-oksadiazola 
in raziskati vpliv različnih substituentov na fenilnem obroču ter na podlagi dobljenih rezultatov 
dopolniti in razširiti dosedanje poznavanje SAR-a.  
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Povzamemo lahko, da fluorovi substituenti na mestu R2 (Slika 7) vodijo do nastanka spojin z 
zaviralno aktivnostjo. Spojine 18, 19 in 20 so doprinesle nove podatke o SAR-u derivatov 3,5-
disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov z različnimi amidnimi ter sulfonamidnimi substituenti. 
Glede samega položaja R2 substituenta težko povzamemo, katera je bolj ugodna. Spojine z 
določenimi najnižjimi zaviralnimi vrednostmi se namreč med seboj razlikujejo po legi 
substituentov, izkazalo pa se je, da so bile najnižje vrednosti IC50 (pod 200 μM) izmerjene pri 
spojinah z meta substitucijo fenilnega obroča (spojine 10, 19 in 20).  
Testiranim 3,5-disubstituiranim analogom 1,2,4-oksadiazolov smo na osnovi izračunanih logP 
in tPSA (topološka polarna površina) vrednostih, ki so navedene v preglednici IV in    
preglednici V ovrednotili tudi njihove fizikalno-kemijske lastnosti. Spojinam smo vrednosti 
logP ter tPSA določili s programom ChemDraw. Glede na izmerjene vrednosti smo 
okarakterizirali spojine in preverili, ali ustrezajo pravilu Lipinskega oziroma pravilu petic, s 
pomočjo katerega vrednotimo primernost spojin za njihovo nadaljnjo optimizacijo (49, 50).  Ta 
nam pomaga zlasti pri napovedovanju biološke razpoložljivosti peroralno uporabnih učinkovin. 
Ne velja pa za učinkovine, ki za prehajanje v celico ne uporabljajo pasivnega transporta (51). 
Pravilo omejuje potencialne spojine vodnice glede na njihovo molsko maso (pod 500 kDa), 
število donorjev vodikovih vezi (<5), število akceptorjev H-vezi (<10) ter vrednost 
porazdelitvenega koeficienta logP (<5). Poleg omenjenih parametrov na lastnosti spojin 
pomembno vpliva tudi parameter polarna površina (PSA), ki predstavlja polarno površino vseh 
heteroatomov v molekuli (52). Spojine, ki delujejo v centralnem živčnem sistemu morajo dobro 
prehajati hematoencefalno bariero, zato je omejitev tu nekoliko strožja, in sicer naj bi bila 
vrednost PSA za spojine centralno živčnega sistema < 60-70 Å2. Pri ostalih spojinah pa velja 
omejitev PSA < 140 Å2, saj višje vrednosti pomenijo slabšo permeabilnost skozi celične 
membrane ter posledično slabšo biološko učinkovitost peroralnih učinkovin (53, 54). Te 
lastnosti niso ključne za vezavo molekule v njeno aktivno mesto, se pa izkažejo za zelo 
pomembne v kasnejših fazah razvoja spojin, saj določajo ADME lastnosti spojin (absorpcija, 
distribucija, metabolizem, izločanje). 
Izračunane logP vrednosti vseh testiranih spojin obsegajo vrednosti v intervalu od 2,26 do 4,98, 
kar je že precej visoka vrednost, vendar še vedno skladna s pravilom Lipinskega. Spojine, ki so 
se izkazale kot aktivne, so imele vrednosti v spodnjem delu intervala (med 2,26 in 3,4). Tudi 
molekulska masa vseh testiranih spojin je manjša od 500. Vrednosti parametra tPSA so pri vseh, 
tako sintetiziranih, kot tudi pri komercialno pridobljenih testiranih spojinah, nižje od mejne 
vrednosti 140 Å2. Smiselno je poudariti, da ta omejitev velja v primeru peroralne uporabe, saj 
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npr. kot je razvidno iz preglednice IV, vrednost tPSA pri etopozidu znaša 160,83 Å2, vendar se 
le-ta aplicira intravensko. Spojine torej ustrezajo splošnim omejitvenim dejavnikom, kar 
pomeni, da so primerne za nadaljnji razvoj in njihovo optimizacijo. Nedvomno pa bo v nadaljnji 
optimizaciji tega kemijskega razreda potrebno uvesti tudi določene strukturne spremembe, ki 
bodo izboljšale topnost. 
5.7 Preučevanje katalitičnega mehanizma inhibicije za spojino 10 
Samo na osnovi izvedenega testa HTS relaksacijske encimske aktivnosti ne moremo pridobiti  
podrobnejšega vpogleda o mehanizmu zaviranja  sintetiziranih spojin. Test je namreč namenjen 
zgolj hitremu rešetanju nabora spojin (npr. za rešetanje visokih zmogljivosti HTS) ter okvirni 
identifikaciji spojin, ki se izkažejo kot aktivne, za podrobnejšo analizo pa je potrebno izvesti še 
dodatna testiranja. Molekulski motor topo IIα namreč zaradi svoje kompleksne 3D strukture 
ponuja veliko možnosti za vezavo in posledično zaviranje. 
Za izvedbo dodatnega testa, testa spodbujanja cepitve, smo izbrali spojino 10, kar je bil tudi 
glavni namen njene resinteze. Test smo izvedli v sodelovanju z visokotehnološkim podjetjem 
Inspiralis. Z njim smo natančneje okarakterizirati mehanizem delovanja spojine in preverili, ali 
deluje kot topoizomerazni strup ali katalitični zaviralec. Topoizomerazni strupi zavirajo encim 
preko stabilizacije vmesnega kovalentnega kompleksa, katalitični zaviralci pa se lahko vpletajo 
in zavirajo delovanje encima na različnih stopnjah tekom katalitičnega cikla. Kot standard in 
hkrati pozitivno kontrolo pri testu smo uporabili uveljavljeno zdravilno protirakavo učinkovino 
etopozid. Rezultati testa spodbujanja cepitve so prikazani na spodnji sliki 21. 
 
Slika 21: Rezultati testa relaksacijske aktivnosti za testirano aktivno spojino 10. (Prikazana je 
le ena paralela testa, drugo izvajanje testa je dalo identične rezultate.) 
Iz dobljenega gela vidimo, da se pri etopozidu, ki je topoizomerazni strup, z višanjem 
koncentracije veča tudi intenzivnost lise, ki ponazarja linearen plazmid. Ta nastane zaradi 
stabilizacije sicer kratkoživega kovalentnega kompleksa med encimom in DNA s strani 
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etopozida. Pri testirani spojini 10 ta lisa ni izrazita, vidna je zgolj rezidualna lisa, ki je stalno 
prisotna. Ker se z večanjem koncentracije izrazitost lise ne povečuje, to pomeni, da naša spojina 
10 ni topoizomerazni strup in ne povzroči nastanka linearnega plazmida. Sklepamo lahko, da 
spojina zavira relaksacijo preko vpletanja v katalitični mehanizem encima. S tem testom sicer 
še ne potrdimo, da se spojina veže v ATP vezavno mesto, v ta namen je potrebno izvesti še 
dodatne teste, kot so npr. kinetične študije pri različnih koncentracijah ATP ali pa biofizikalne 
meritve vezave na izolirano ATP-azno domeno z uporabo površinske plazmonske resonance 
(SPR). Pridobljene informacije bodo predstavljale prednost pri nadaljnjih študijah te spojine.  
5.8 Izračunane vezavne poze novih spojin v vezavnem mestu za 
ATP topo IIα z metodo molekulskega sidranja 
Za obe aktivni spojini z novim R2 substituentom, ki sta izkazovali zaviralno aktivnost, smo 
izračunali  tudi njuni vezavi v topo IIα ATP vezavno mesto. Na sliki 22 sta prikazani sidrani 
konformaciji za spojini 18 (levo) in 19 (desno) v ATP vezavnem mestu na ATP-azni domeni 
človeške topo IIα (uporabljen PDB:1ZXM) (39).  
 
Slika 22: Sidrani vezavni konformaciji komercialno dostopnih, aktivnih spojin 18 (levo) in 19 
(desno) skupaj z medmolekulskimi interakcijami, ki jih le-ti tvorita z vezavnim mestom za 
ATP, na N-terminalni domeni človeške DNA topo IIα (PDB: 1ZXM). Z modro barvo so 
označene aminokisline, ki tvorijo interakcije z adeninskim delom, z rdečo tiste, ki interagirajo 
s sladkorno enoto (ribozo) ter z zeleno aminokisline, ki tvorijo interakcije s trifosfatnim delom 
ATP. Črna prekinjena črta označuje identificirane vodikove vezi, ki jih spojini tvorita z 
vezavnim mestom, rumena prekinjena črta pa opažene hidrofobne interakcije. 
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Molekulsko sidranje smo izvedli s programom GOLD ter tako izračunali vezavni konformaciji 
za obe aktivni izbrani spojini na podlagi dostopne kristalne strukture ATP-azne domene 
človeške DNA topo IIα (39). Pri samem sidranju molekul v vezavno mesto smo v aktivnem 
mestu upoštevali tudi položaj dveh kristalih molekul vode W924 in W931, saj sta se v prejšnjih 
raziskavah izkazali kot potencialno pomembni za vezavo in tvorbo vodikovih vezi v vezavnem 
mestu (30). S programom LigandScout smo tudi dodatno ovrednotili medmolekulsko 
prepoznavanje generiranih sidranih konformacij, ki sta prikazani na zgornji sliki 22.  
Pri obeh spojinah smo v adeninskem delu vezavnega mesta opazili tvorbo vodikove vezi med 
aminsko skupino acetamida ter karbonilnim kisikom aminokislinskega preostanka Asn120. Ta 
aminokislina predstavlja ključno sidrišče za pravilno umestitev in orientacijo adeninskega dela 
ATP. Dodatne interakcije v tem delu žepa smo zaznali pri spojini 18, ki tvori dodatno vodikovo 
vez med karbonilnim kisikom acetamida ter kristalno molekulo vode W924 in tako indirektno 
interagira tudi z aminokislino Asp91. V nasprotju s spojino 19, spojina 18 tvori interakcije tudi 
v sladkornem delu ATP žepa. Eden izmed karbonilnih kisikov sulfonamidne funkcionalne 
skupine namreč tvori interakcije s hidroksilno skupino stranske skupine aminokisline Ser148. 
Če primerjamo spojini 18 in 19 lahko opazimo, da slednja tvori manj vodikovih vezi. Toda 
zaradi primerljivih aktivnosti obeh spojin je očitno bistvena tudi njihova prostorska 
usmerjenost, ki določa končni prispevek posamezne vodikove vezi k celokupni vezavi. Poleg 
hidrofobnih interakcij med fenilnimi obroči in aktivnim mestom smo identificirali tudi 
vodikove vezi, ki jih spojini tvorita v fosfatnem delu vezavnega mesta za ATP. Pri obeh 
spojinah lahko vidimo, da tvorita interakcije med karbonilnim kisikom sulfonamidne oziroma 
amidne skupine ter aminskim in/ali amidnim dušikom na aminokislinskem preostanku Lys168.  
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6 Sklep 
V magistrski nalogi smo na osnovi strukturno podprtega načrtovanja uspešno izvedli sintezo 
optimiziranih derivatov 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot potencialnih novih 
katalitičnih zaviralcev človeške DNA topo IIα. V sklopu eksperimentalnega dela smo tako 
sintetizirali 10 načrtovanih končnih spojin: N-(3-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-
3-il)fenil)acetamid (4), N-(3-(5-(3-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil) acetamid 
(7), metil 3-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzoat (10), N-(3-(5-(3-fluoro-5-
(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)fenil) acetamid (13), N-(3-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-
oksadiazol-3-il) fenil)acetamid (16) in njihove ustrezne analoge v obliki prostih aminov 5, 8, 
11, 14 ter 17. 
Pri sintezi optimiziranih derivatov smo izhajali iz izhodne spojine 3-aminobenzonitrila, ki smo 
ga v prvi stopnji pretvorili v ustrezen acetamid, nato je sledila reakcija do nastanka 
amidoksimov. Po O-aciliranju amidoksimov smo jih preko reakcije intramolekularne 
ciklizacije v brezvodnem toluenu pretvorili v pripadajoče 1,2,4-oksadiazole. Na koncu smo 
acetamidno zaščitno skupino še hidrolizirali pod kislimi pogoji in dobili ustrezne aminske 
analoge končnih spojin. Reakcije so potekale uspešno, saj so večinoma nastajali zgolj želeni 
produkti, dodatno čiščenje s kolonsko kromatografijo je bilo potrebno le pri spojinah 9 in 16. 
Pri našem delu smo uporabili  že preverjene sintezne postopke, zato večjih težav pri sintezi 
nismo imeli, same pogoje pa bi lahko še dodatno optimizirali in s tem še izboljšali izkoristke 
reakcij. Naš namen je bil sintetizirati spojine s čim lažjo sintezno potjo, čim manj stranskimi 
produkti ter hkrati čim višjimi izkoristki. Želeli smo namreč pridobiti spojine, ki bi v primeru 
ustreznega zaviralnega delovanja bile primerne za sintezo v industriji.  
Sintetizirane ter komercialno pridobljene spojine smo tudi biološko ovrednotili in s pomočjo in 
vitro testa topo IIα relaksacijske encimske aktivnosti preverili ali izkazujejo zaviralno 
delovanje. 4 sintetizirane (4, 7, 10, 13) in 3 komercialno pridobljene (18, 19, 20) spojine so se 
izkazale kot aktivni zaviralci, izmerili smo jim vrednost IC50 pod 1000 μM. Nobena izmed 
novih spojin pa žal ni imela boljše zaviralne aktivnosti od spojine 10, ki je predstavljala spojino 
vodnico in smo ji tudi pri tokratnih meritvah z našo resintetizirano spojino potrdili predhodno 
določeno zaviralno aktivnost.  
Že poznano spojino 10, ki smo jo v nalogi ponovno sintetizirali, smo uporabili tudi za izvedbo 
testa spodbujanja cepitve DNA in prvič pokazali, da 3,5-disubstituirani 1,2,4-oksadiazolni 
razred deluje preko katalitičnega mehanizma zaviranja in ne kot topo II strup. 
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Analiza odnosa med strukturo in delovanjem je pokazala, da uvedba fluorovih substituentov v 
molekulo na R2 mesto vodi do zaviralne aktivnosti, prav tako pa tudi uvedba substituentov s 
sulfonamidom ali amidom, ki imajo regioizomer 1,2,4-oksadiazola kot nosilni skelet. Poleg 
tega smo ugotovili tudi, da prosta amino skupina na obročnem mestu R1 ne doprinese k 
zaviralnemu delovanju, temveč so aminski derivati celo popolnoma neaktivni. 
Rezultati pridobljeni v magistrski nalogi bodo v pomoč pri nadaljnjem razvoju katalitičnih 
zaviralcev človeške DNA topoizomeraze IIα iz razreda 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov, 
oziroma uvedbi drugih kemijskih razredov tovrstnih zaviralcev.  
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